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1. RESUMEN

La dopamina es un neurotransmisor clasicamente asociado al aprendizaje,
memoria, comportamiento y actividad locomotora. Sin embargo, durante la
ltima década esta molécula ha sido asociada con la regulacién de diferentes

tipos de células inmunes,

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se determiné que el
Receptor D5 de Dopamina (D5R) expresado en linfocitos T (LT) CD4" favorece
el desarrollo de Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE), el modelo
murino de Esclerosis Mdltiple. Sin embargo, el papel del D5R en la fisiologia de

los LT CD4* no ha sido dilucidado atn.

En esta fesis, se utilizaron ratones quiméricos para el D5R para demostrar que
la expresion de éste receptor en el compartimento hematopoyético favorece la
severidad de EAE. No obstante, al estudiar el papel del D5R en LT CD4*
mediante experimentos de transferencia adoptiva, se observé que el D5R no

afecta la aparicion, desarrollo ni severidad en un modelo agresivo de EAE.

Xiv
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El analisis posterior de los LT CD4" infiltrados en el sistema nervioso central de
ratones con EAE, indicd que el D5R esta implicado en el balance entre los Ty17
que son capaces de producir IFNy (Patogénicos) y los que no (No Patogénicos).
De manera complementaria, experimentos de diferenciacion in vifro hacia Ty17
seguidos de analisis de diversos reguladores moleculares mediante gPCR,
indicaron que el D5R favorece la adquisicion de un patrén transcripcional
asociado a caracteristicas patogénicas semejantes al fenotipo Tul. Sin
embargo, experimenios posteriores indicaron que el D5R no afecta la

conversion de un fenotipo Ty17 hacia Ty1 in vitro.

Para evaluar si el DSR esta involucrado en el desarrollo de otro modelo de
autoinmunidad mediado por LT CD4" y asociado a una variacién en los niveles
de concentracién de dopamina, esta tesis se exiendié al estudio de este
receptor en el modelo de colitis crénica. Los resultados indicaron que el D5R
expresado en LT CD4" favorece el desarrollo de colitis, al propiciar la pérdida
de masa corporal en ratones RAG1KO transferidos con LT CD4* naive. Sin
embargo, este receptor no regula la adquisicién de fenotipos Ty o Ty17 en la
lamina propia dei colon, 11!10 de los principales sitios de inflamacién en la

enfermedad.

Posteriormente, experimentos de transferencia congénica de LT CD4" indicaron
que el D5R es requerido para la infiltracién de estas células en la lamina propia
colénica, presumiblemente porque regula la actividad de CCRS vy favorece ia

expresion de a4B7 y LFA-1, todos marcadores asociados al homing a intestino.




Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren colectivamente que D5R
tiene un papel importante en la patogenicidad de los LT CD4*. En el caso de
EAE, el D5R esta implicado en el balance de los Ty17 en el sistema nervioso
central. En colitis, en cambio, D5R no afecta la diferenciacién de las
poblaciones efectoras de LT CD4" en el sitio de inflamacién evaluado, sino que
favorece la migracién a éste pofenciando la expresion de las integrinas LFA-1y

a4[37.
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ABSTRACT

Dopamine (DA) is a neurotransmitter classically involved in learning, memory,
behaviour and locomotor activity. However, in the last decade, this molecule has
been associated to the regulation of the physiclogy of several kinds of immune

cells.

Previous studies performed by our group have determined that DA Receptor D5
(D5R) expressed on CD4" T-Lymphocytes, favours the development of
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE), a mouse model for Multiple
Sclerosis. However, how D5R is involved in the regulation of CD4" T-cell

physiology remains pending to be explored.

In this thesis, using chimeric mice for D5R it was demonstrated that DSR
expressed in the hematopoietic compartment favours the development of a
more severe EAE. Nevertheless, experiments carried out by the adoptive

transference of encephalytogenic CD4" T-cells into lymphopenic recipient mice
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showed no differences in the onset, development, severity and mortality of the

disease in an aggressive model of EAE.

The analysis of CD4" T-cells infiltrating the central nervous system indicated that
D5R-deficiency modifies the ratio of Ty17 subtypes, which correspond to
functional phenotypes of CD4" T-cells strongly associated to autoimmunity.
Complementary, experiments of in vitro Ty17 differentiation followed by the
transcriptional analysis of several molecular markers by quantitative real time
PCR indicated that D5R favours the acquisition of a molecular-pattern related to
a pathogenic signature similar o Tu1. Nonetheless, subsequent experiments
indicated that D5R-signaling has not effects in the phenotypic plasticity

associated to the conversion of Ty17 info Ty1.

To evaluate the role of D5R expressed in CD4™ T-cells in another inflammatory
model driven by CD4" T-cells and associated to alterations in concentration of
DA levels, this thesis was extended to the study of this receptor in the model of
chronic inflammatory colitis. The results indicated that D5R expressed in CD4*
T-cells favours the development of colitis to promote the weight loss of
lymphopenic mice transferred with naive CD4* T-cell. However, this receptor did
not affect the acquisition of the phenotypes Tu1 or Ty17 in the colonic famina

propria, one of the main sites of inflammation in this disease.

Subsequent experiments involving the congenic transference of WT and D5RKO

CD4" T-cells indicated that D5R is required for the infiltration of those cells into
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the colonic famina propria, presumably by the regulation the activity of CCR9
and favouring the expression of key molecules involved in gut homing, including

a4B7 and LFA-1.

Taken together, the all data discussed above suggests that DSR have an
importante role in the pathogenicity of the CD4" T-cells. In EAE, D5R is involved
in the balance of Ty17 in the central nervous system. In Chronic colitis, in other
hand, D5R did not affect the differentiation of CD4+ T-cells in the site of
inflammation, but favours the migration to this site enhancing the expression of

LFA-1 and a4B7.
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2. INTRODUCCION

2.1- Relacion Neurcinmune

El sistema inmune es regulado reciprocamente por otros sistemas en el organismo.
Una de las interacciones bidireccionales, fisicas y funcionales, ocurriria con el sistema
nervioso estableciendo la relacién neurcinmune (Louveau y col,, 2015), la cual estaria
involucrada tanto en procesos fisioloégicos como patoldgicos. El sistema nervioso puede
modular [a funcién del sistema inmune mediante neurotransmisores, los cuales pueden
liberarse, por ejemplo, en los érganos linfoides primarios como el Timo y la médula
Osea ya que estos érganos se encuentran inervados por fibras del sistema nervioso
periférico (Mignini y col., 2003; Roggero y col., 2011; Huang y col., 2013). La regulacién
por neurotransmisores, ocurrirfa debido a que Linfocitos T (LT), células dendriticas
(DCs) y ofras células inmunes expresan algunos receptores para estas moléculas
(Pacheco vy col., 2010), como glutamato (Ganor & Levite, 2014), acetilcolina (Rosas-
Ballina y col., 2011), serotonina (Franco y col., 2007}, Norepinefrina (Xiu y col., 2013),

Dopamina (DA) (Nakano y col., 2009) y otras.




2.1.1- Células del sistema inmune como fuente de neurotransmisores

No sélo las inervaciones del sistema nervioso pueden secretar neuroiransmisores. Se
ha observado que los LT pueden liberar Norepinefrina, Serotonina, DA y Acetilcolina,
mientras que las DCs pueden liberar Glutamato, DA y Serotonina (Franco y col., 2007).
Notablemente, LT CD4" en los linfonodos pueden reconocer acetilcolina (de origen
inmune o no inmune) y favorecer la diferenciacién linfocitaria hacia Ty1, un fenotipo
funcional particular dentro de ésta poblacion (Pacheco y col., 2009). Ademas, se han
encontrado receptores noradrenérgicos en los LT CD4", como el receptor de
norepinefrina. La norepinefrina inhibirfa la produccién de TGF-B, afectando con ello la
generacion y capacidad inmunosupresora de los LT reguladores (Treg) (Bhowmick y
col., 2009). La DA en tanto, puede afectar la activacion, proliferacién y funcién efectora
de los LT vy la alteracién en la sefalizacion dopaminérgica esta asociada a multiples
patologias inmunes (Pacheco y col., 2009; Pacheco y col., 2014). Lo anterior, hace
relevante el estudio del efecto de este neurotransmisor en el funcionamiento de las

células del sistema inmune.

2.2- La dopamina y sus receptores

La DA es un conocido neurofransmisor gue clasicamente ejerce su accién en circuitos
neuronales. Las neuronas que son capaces de sintetizar esta molécula son
denominadas dopaminérgicas y han sido involucradas en variadas funciones vitales
desarrolladas por el sistema nervioso central (SNC) como el movimiento voluntario,
alimentacion, suefio, aprendizaje y memoria (Jean-Martin Beaulieu & Raul R.
Gainetdinov, 2011). La deficiencia o descompensacién de algunas vias

dopaminérgicas han sido asociadas a distintos desdrdenes conductuales y cognitivos.




Recientemente nuestro laboratorio ha demostrado que la expresion del receptor D3 de
DA en los LT CD4" favorece e! desarrollo de la Enfermedad de Parkinson (Gonzalez y
col., 2013}, la cual se asocia con grandes alteraciones en los niveles de concentracién

y distribucion de DA en el cerebro (Hornykiewicz, 1966).

La DA actia como ligando de un grupo de receptores especificos que pertenecen a la
familia de Receptores Acoplados a Proteinas G. Estos comparten una estructura
funcional de 7 dominios transmembrana y mediante acoplamiento a diferentes tipos de
proteinas G, los receptores de DA (DARs) modulan la produccién de AMPc vy la
actividad de la Proteina Kinasa A. Los DARs se clasifican en dos tipos de recepiores y

sus caracteristicas se muestran en la Tabla |.

Tabla I: Tipos y caracteristicas de los DARs

DARs Tipo | DARs Tipo Il
Integrantes D1R y DSR D2R, D3R y D4R
Intrones en su secuencia No Si; 6,5y 4,
respectivamente.
Homologia en sus dominios ~80% Entre un 50 y 70%
de transmembrana |
Proteina G ascciada Go, Go;
Efecto sobre los niveles de Aumenta Disminuye
Adenosina Monofosfato
clclico
Efecto en la actividad de Aumenta Disminuye
Proteina Kinasa A

Obtenido desde (Jean-Martin Beaulieu & Raul R. Gainetdinov, 2011).




2.3- Accion de la DA en la respuesta inmune

La DA ha adquirido relevancia dentro del campo de la inmunologia, va que se ha
observado que este neurofransmisor puede ser sintetizado y/o almacenado en distintas
células del sistema inmune. Por ejemplo, tanto los LT CD4" efectores como Treg son
capaces de almacenhar el neurofransmisor. En los Treg, se almacenan cantidades
relevantes de DA que puede actuar de manera paracrina/autocrina afectando su
capacidad inmunosupresora (Cosentino y col., 2000; Cosentino y col., 2007). Los Treg
ademas pueden expresar constitutivamente la enzima Tirosina Hidroxilasa, que
cataliza el paso limitante en la sintesis de DA. Esta enzima también se expresa en las
DCs inmaduras, las cuales ademas poseen la maquinaria celular necesaria para
almacenar, liberar y degradar DA (Prado y col., 2012). Junto con esto, se ha descrito
que tanto Treg (Kipnis y col., 2004) como DCs (Prado y col., 2012) dependiendo de las
condiciones particulares y del origen expresan diferentes DARS, por los cuales distintas
funciones celulares podrian ser moduladas farmacolégicamente (Nakano y col., 2008;

Nakano y col., 2008).

Sumado a lo anterior, existen antecedentes indicando que tanto funciones reguladoras
como efectoras podrian ser moduladas por la sefializacién de los DARs en los LT

CD4". Estos efectos son resumidos en la figura 1.




1 Terminal Nervioso Dopaminérgico

Figura 1: Fuente de DA y sus efectos en LT CD4". Los LT pueden reconocer DA proveniente
de distintas fuentes (numeros en rojo). 1. Terminales nerviosas que inervan los drganos
linfoides. 2. Plasma sanguineo donde en individuos sanos alcanza alrededor de 10 pg/mL. 3. De
las DCs, las cuales podrian liberar DA en la presentacion antigénica. 4. De los Tregs. Junto con
esto, los LT CD4” virgenes (Tn) expresan los DARs Tipo | v I y, la sefalizacién por DA tiene
variados efectos en ellos (nimeros romanos). i, La estimulacién de D2R induce una secrecién
aumentada de IL-10, favoreciendo la polarizacién hacia Treg. ii, La activacion de DARs Tipo |
en los Treg, por el contrario, inhibe la sintesis de las moléculas caracteristicas de este fenotipo.
iii, La sefalizacion de D3R favorece la polarizacién hacia el destino Ty1. iv, La estimulacion de
DARs Tipo | favorece el destino T2 y Ty17. v, La estimulacion del D4R produce un estado
quiescente en las células T, que se caracteriza por un reducido metabolismo. Figura adaptada
de (Pacheco y col., 2009).




2.4- Esclerosis Multiple

La Esclerosis Mitiple (EM) es una enfermedad autoinmune que afecta principalmente
adultos jovenes y de tercera edad, siendo la mayor causa de discapacidad en este
grupo etario (Nylander & Hafler, 2012). Esta enfermedad se origina por una respuesta
inflamatoria que se desarrollaria en la petfiferia contra antigenos derivados de la vaina
de mielina. Bajo circunstancias alin desconocidas, poblaciones leucocitarias que
reconocen dichos antigenos ingresarian al SNC traspasando la barrera hemato-
encefélica (BHE), provocando neuroinflamacion y  consecuentemente
neurodegeneracion (Ransohoff & Engelhardt, 2012). E! escenario fisiopatolégico de la
EM se caracteriza por una desmielinizacién axonal a nivel perivascular y periventricular
en el cerebro y médula espinal, generando en los pacientes variada sintomatologia,
segun el territorio anatémico afectado. Dentro de los sintomas se encuentran fatigas,
reduccion en la movilidad, debilidad muscular, predisposicién al desarrollo de
contracturas, ataxia, temblores, dolor crénico, pérdida de capacidad cognitiva y

trastornos del animo (depresién y ansiedad) entre otros (MINSAL, 2010).

Esta patologia afecta mayormente a mujeres que a hombres en una relacion
aproximada de 3:1 (Voskuhl & Gold, 2012) y, se estima que su prevalencia mundial es
alrededor de 2,3 millones de personas (MSIF, 2013). Con respecto a su origen se
atribuyen  factores genéticos, medioambientales y demograficos como
desencadenantes de la enfermedad, deniro de los que incluso se considera el
gradiente latitudinal (Koch-Henriksen & Sorensen, 2010). Sin embargo, su etiologia es

atln desconocida y debatida.




2.4.1- Encefalomielitis Autoinmune Experimental, el Modelo animal de EM

El desarrollo de la EM, asf como el mecanismo celular implicado en la patologia ha
sido extensamente estudiado gracias a la existencia de un modelo animal de la
enfermedad que replica las principales caracteristicas sintomatolégicas y el curso
temporal de la patologia. La Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) fue
inducida por primera vez en 1947 gracias a los experimentos basados en repetidas
inoculaciones con extractos de médula espinal en distintos modelos animales. Esto
genera paralisis muscular en los animales inmunizados provocada por la
desmielinizacion de las fibras nerviosas, generando lesiones distribuidas a lo largo del
SNC (Baxter, 2009). El modelo animal EAE ha permitido evaluar las terapias paliativas
que existen contra la EM y ha permitido identificar un vasto ntimero de procesos
fisiopatoldgicos que se ven involucrados en este desorden autcinmune. Los principales

eventos de la EAE se resumen en [a figura 2.
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Figura 2: Cascada de eventos producidos en el desarrollo de la EAE. 1. Después de la
administracién subcutéanea de un péptido derivado de la vaina de mielina, las DCs presentes
en los tejidos maduran y se trasladan al linfonodo drenante. 2. Linfocitos T virgenes (Tn)
encefalitogénicos son activados por las DCs que presentan antigenos derivados de la miglina y
adquieren un fenotlpo efector. 3. Debido a la expresién de integrinas y receptores especificos,
estos LT CD4" Ty logran atravesar la BHE por el epitelio de los Plexos Coroideos, que
mantiene aislado el espacio subaracnoide. 4. Se genera la primera ola de infiltracién, la que
esta mediada principalmente por Ty17 (morado). Estos linfocitos son re-estimulados por
células presentadoras de antigenos residentes asociadas a las meninges, favoreciendo la
reactivacion celular y la liberacién de citoquinas proinflamatorias. Estas, inducen un cambio
estructural en la BHE, haciéndola permeable para otros tipos de leucocitos. 5. Se genera la
segunda ola de infiltracién, debido a que los vasos sanguineos que irrigan al SNC se vuelven
mas permisivos, producto de las sefiales proinflamatorias. Esta segunda ola de infiltracién esta
constituida preponderantemente por Ty1 (azul). Los linfocitos T, autoreactivos son re-
estimulados por células presentadoras de antigenos perivasculares adquiriendo la capacidad
de infiltrarse en el parénquima del cerebro y la médula espinal, generando dafio neuronal. 6. El
estado inflamatorio resulta complejo de controlar por los Treg (rojo) debido a que se
encuentran inhibidos por la accion de LT yd (verde).

captura de pMOG




2.4.2- Regulacion dopaminérgica en ENVEAE

En modelos murinos, la concentracién de DA aumenta sistematica y significativamente
en el estriado luego de la induccidn de EAE, tanto en la fase de aparicién de los
primeros sintomas como en el pico de maxima severidad de la enfermedad (Balkowiec-
Iskra y col., 2007a). En cuanto a los niveles de DA fuera del SNC durante la maxima
severidad en la EAE, se ha observado una disminucion significativa de DA en el bazo
junto a un aumento de la concentracién de L-DOPA, que corresponde a un sustrato
para la sintesis de DA. Sin embargo, éstas alteraciones se revierten hasta alcanzar los
niveles fisiolégicos una vez que los sintomas clinicos desaparecen (Wesselmann y col.,
1987). De manera similar, tanto en EM como en otras enfermedades cronicas
autoinmunes ocurre un aumento en la concentracién de DA y otras catecolaminas en el
plasma sanguineo (Lechin y col., 1994). Estos hechos sugieren que las alzas de DA
podrian constituir un mecanismo de respuesta antiinflamatoria, tal como se ha
demostrado para el modelo murino de sepsis (Torres-Rosas y col., 2014). Sin
embargo, se desconoce tanto la causa como el efecto que este fenémeno tendria en la

aparicion y/o progresién de EM.

La destruccion especifica de neuronas dopaminérgicas en la substancia nigra por
medio del agente quimico 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine (MPTP)
resulta en una drastica reduccién de los niveles de DA y una exacerbacién en los
sintomas de EAE (Balkowiec-Iskra y col., 2007b), sugiriendo que niveles altos de
dopamina en el SNC atenuarian la inflamacién. Por esto, algunas drogas que
aurnentan [a liberacién del neurotransmisor y/o disminuyen su captacién y oxidacion
como Amantadine, han sido usadas como tratamientos efectivos para algunos

sintomas de EM (Ledinek y col., 2013). Junto a esto, el tratamiento usual para EM
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(IFN-B) aumenta la produccién y liberacion de DA por parte de las células
mononucleares presente en la sangre (PBMCs) de humanos, aunque este efecto es

contrarrestado por sefiales proinflamatorias como IFN-y (Cosentino y col., 2005).

Mediante citometria de flujo se ha demostrado que la mayoria de las poblaciones
celulares humanas presentes en PBMCs expresan DARs. Dentro de los Tipo I, el D5R
el mas frecuente (D1R casi indetectable) y dentro de los Tipo Il es el D3R es el mas
representado (McKenna y col., 2002). Esto sugiere que la DA puede modular la
fisiologia de las células del sistema inmune mediante la estimulacion de sus
receptores, los cuales presentan distinta afinidad por el ligando siendo D3R > D5R >
D4R > D2R > D1R [Ki (nM) = 27, 228, 450, 1705 y 2340, respectivamente] (Jean-Martin
Beaulieu & Raul R. Gainetdinov, 2011). Dentro del contexto de la EM, pacientes con el
desarrollo remitente remanente (forma mas recurrente de EM) no tratados, mantienen
inalterado el nivel de transcripcion de D3R y disminuyen la transcripcion y expresion de
D3R en PBMCs (Giorelli y cols., 2005). Sin embargo, el efecto en la transcripcién del
gen que codifica para DSR puede revertirse completamente bajo el tratamiento

sostenido por 12 meses con IFN- (Zaffaroni y cols, 2008).

Lo anterior apunta que la sefializacion de D5R podria tener un efecto inmunoregulador
en las distintas poblaciones celulares en EM, sugiriendo que la disminucién en la
expresion de éste receptor beneficiaria un papel inflamatorio mas resistente a los
efectos inmunosupresores de la DA. De acuerdo a esta idea, se ha observado que por

medio de DSR, la proliferacién y citotoxicidad de LT CD4* y CD8" son inhibidas en

humano (Saha y col., 2001).
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La relacion en la sefializacion de DA asf como la regulacién dopaminérgica entre EM y
EAE ha sido complejo de homologar por las distintas situaciones experimentales (y
especies) en las que se han recolectado los datos. Por ejemplo, ratones tratados de
manera sistémica con el antagonista de los DARs Tipo I, SCH 23390, desarrollan un
EAE menos severo que estaria dado por una menor polarizacion de LT autoreactivos
hacia Ty17 (Nakano y col., 2008). Estos resultados estan en oposicién a lo que se
hubiese esperado en humanos, donde la ausencia de la sefializacién mediada por D5R
en PBMCs estaria asociado a eventos patogénicos. Sin embargo, es importante
considerar que las PBMCs no son las Unicas células involucradas dentro de la
respuesta celular en EM o EAE vy, la actividad de ellas no se puede distinguir por la
aplicacién sistémica del farmaco SCH23390, el cual ademas presenta selectividad por
los receptores de Serotonina (Millan y col., 2001). No obstante, antecedentes genéticos
han logrado determinar que la sefializacion por D5R estd involucrada en la
patogenicidad de EAE, ya que ratones deficientes en D5R (D5RKOQ) presentan una
menor severidad de la enfermedad en comparacién con animales tipo silvestres o wild
type (WT). Mediante experimentos de fransferencia adoptiva, se logré determinar que
la menor patogenicidad en EAE de los ratones DSRKO esta dada en parte, por la
sefalizacion del DSR en DCs, las cuales son las responsables del ensamblaje de la
respuesta inmune adaptativa. Las DCs D5RKO presentan una menor produccién de [L-
23, la cual es una citoquina importante para la adquisicién del fenotipo Ty17 en los LT

CD4" (Prado y col., 2012).

Pese al claro efecto de D5R en DCs, estas no son las Unicas células que expresan el
receptor y que estan involucradas en EAE. De hecho, solo una disminucién parcial de

la severidad en los ratones D5RKO es atribuido al afecto de las DCs (Prado y col.,
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2012) sugiriendo que el D5R expresado en otra u otras poblaciones celulares es

relevante en la regulacién de la respuesta inmune durante la EAE.

Debido a que los LT CD4" expresan los DARs y que varias funciones efectoras pueden
ser moduladas por DA (figura 1), se postula que la funcién de éstas células en EAE
puede ser modulada por D5R. Esto debido a que la transferencia adoptiva de LT CD4"
WT totales (figura 3A) y naive (figura 3B) a ratones D5RKO, potencia el desarrollo de

EAE (datos propios, no publicados).
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Figura 3: El D5R expresado en los LT CD4" totales y virgenes favorece el desarrollo de
EAE.

La EAE fue inducida en ratones WT (negro), DSRKO (naranjo) y ratones D5RKO transferidos
previamente con 5x10° LT CD4" WT totales (arriba, rojo) o 3x10° LT CD4" virgenes (abajo,
rojo). A 'y B. Se grafica el puntaje clinico promedio de cada grupo de experimentacion en
funcién del tiempo desde que se realiza la inmunizacién. En A y B se utiliza U-test de Mann-
Whitney; desde la aparicion de los sintomas (~dia 10) hasta el pico de manifestacién (~dia 15)
[corchete izquierda], desde el pico de manifestacion hasta la fase de recuperacién (~dia 20-25)
[corchete derecha] o desde el inicio de la enfermedad hasta la fase de recuperacién [corchete
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central]. (*) indica las diferencias estadisticas con respecto al grupo WT. (¢) indica las
diferencias entre los grupos con animales receptores D5RKO. *p<0.05; ** 6 " p<0.01; *** ¢ ™
p<0.0001. Se muestra un experimento representativo de tres, con 3-4 ratones por grupo.

El mecanismo por el cual D5R expresado en los LT CD4" podria potenciar el desarrollo
de EAE es favoreciendo un fenotipo Ty17 asociado a funciones patogénicas (Ty17 P),
ya que en presencia de IL-23 y TGF-B3, D5R favorece significativamente la
transcripcién de RORYyt in vitro, el cual es el factor de transcripcion maestro de este tipo
celular. Por el contrario, en presencia de TGF-B1, D5R inhibe significativamente la
transcripcién del gen que codifica para IL-10, clasicamente asociado a

inmunoregulacién, como se puede observar en la figura 4.
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Figura 4: Perfil de transcripcion de los distintos fenotipos de LT CD4" involucrados en
. EAE. Niveles de transcripcion de distintos genes para el fenotipo T,17 patogénico (Tx17P) (A),
TH17 no patogénico (Ty17NP) (B) y Ty1 (C). En negro se presentan los niveles de transcripcion
de cada cultivo obtenido a partir de LT CD4” WT y a color la contraparte DSRKO. Se muestran
los datos recolectados de al menos tres experimentos independientes. /l-17a: citoquina IL-17A;
rorc: factor de transcripcion RORvyt; tbx21: factor de transcripcion T-bet; csf2: citoquina GM-
CSF, il-10: citoquina IL-10; ifng: citoquina IFN-y. Para cada gen, se realizé t-test de Student no
pareado comparando WT vs DSRKO. Las diferencias son asignadas por *p<0,05; **p<0,01.
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2.5- Enfermedades Intestinales Inflamatorias

Las enfermedades inflamatorias intestinales forman un conjunto de enfermedades
cronicas que afectan el tracto digestivo, dentro de las cuales las més comunes son la
Colitis Ulcerosa (UC) y la Enfermedad de Crohn (CD). Si bien, tanto UC como CD
comparten sintomatologia como dolor abdominal, pérdida de peso y diarrea (entre
otros), se diferencian en las ubicaciones de las lesiones que se generan en el epitelio
intestinal. Mientras las lesiones de CD pueden ocurrir desde la boca hasta el ano,
siendo preferentes en el fleon, en UC las lesiones estan preferentemente en el colon
{Baumgart & Sandborn, 2007). Semejante a EM, en estudios realizados en pacientes
con UC y CD, se ha logrado establecer que la inflamacién en las lesiones intestinales

estaria mediada por LT CD4" Ty1y Tu17 (Olsen y col., 2011; Granlund y col., 2013).

Gracias al establecimiento de modelos murinos como la colitis crénica o inducida,
actualmente se entiende que los desédrdenes inflamatorios intestinales surgen por una
excesiva respuesta inmune frente antigenos de la microbiota comensal en el intestino
de individuos predispuestos genéticamente (Round & Mazmanian, 2009). Debido a que
se generan discontinuidades en la barrera epitelial, un excesivo flujo de antigenos
microbianos presentes en el limen pueden ser tomados por DCs y macréfagos
intraepiteliales (Kamada y col., 2005; Abe y col., 2007), generando ulteriormente una
gran respuesta inmune efectora en el lumen y en la mucosa intestinal, que no puede

ser apropiadamente suprimida por Treg (Saruta y col., 2007).

2.5.1- Sistema dopaminérgico en el intestino

Sumado a las fuentes de DA mencionadas con anterioridad (terminales nerviosas,

plasma sanguineo y células inmunes), las células presentes en el tracto digestivo
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ademas poseen una fuente infrinseca de DA secretada por el sistema nervioso entérico
y por las capas del epitelio intestinal (Eaker y col., 1988). Pese a esto, y a diferencia de
lo que ocurre en el sitio de inflamacién de EAE y EM, se ha reportado que en la
mucosa de pacientes con UC y CD hay una baja considerable del contenido de DA
(Magro y col., 2002), que podria alterar la activacion o diferenciacion de las distintas

células presentes.

En homeostasis, DA en alta concentracion regularia el correcto funcionamiento de Ia
mucosa intestinal ya que suprime tanto el aumento de la movilidad intestinal como la
formacién de Ulceras producidas por agentes quimicos (Miyazawa y col.,, 2003).
Ademas, controla las contracciones agudas inducidas por estrés en colon distal (Zhang
y col., 2012) y regula la secrecién epitelial de K* (Feng y col., 2013). Sin embargo, el
papel de DA en las c¢élulas inmunes que median el estado inflamatorio en CD y UC no

ha sido extensamente estudiado.

Considerando que los niveles de DA disminuyen de ~140 pg/mL a ~45 pg/ml en
pacientes con CD y UC (Magro y col., 2002), es razonable pensar que, ademés de
interrumpir el correcto funcionamiento del intestino, se altera la sefializacién mediada
por DA en las células inmunes presentes en el tejido. Por ejemplo, a altas
concentraciones de DA en el intestino se puede estimular D2R en los LT CD4* y con
ello promover la produccién de IL-10 (Besser y col., 2005), una clasica citoquina
asociada a efectos antiinflamatorios y protectivos. Por el contrario, en el estado
patoldgico, al disminuir la concentracion de DA se podria asumir que D3R y D5R serian
los principales receptores estimulados ya que presentan la mayor afinidad por el
ligando (J. M. Beaulieu & R. R. Gainetdinov, 2011). Bajo ese contexto, se puede

especular que a bajas concentraciones de DA se promueve el desarrollo de la
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inflamacién intestinal, ya que D3R expresado en LT CD4" ha sido relacionado con la
adquisicién del fenotipe Ty1 en inflamacién (Gonzalez y col., 2013) y D5R expresado
en DCs favorece la secrecion de IL-23 y con ello {a diferenciacién de Ty17 (Prado y

col., 2012).

Pese a lo comentado anteriormente, el papel de D3R y D5R expresado en LT CD4" no
ha sido estudiado a profundidad en la inmunidad de intestino. Por lo que, dado que
D5R en LT CD4" potencia la patogenicidad de EAE en ratones DSRKO (figura 3) y
ademas, favorece la adquisicién de un patrén transcripcional asociado a un fenotipo
patogénico de Ty17 in vitro (figura 4), se propone investigar en este trabajo el papel de

D5R en los LT CD4* en colitis.

2.5.2- Relacion entre EAE y colitis.

Considerando que la colitis y EAE son modelos de enfermedades autoinmunes
mediadas inicialmente por LT CD4", se propone estudiar si el DSR expresado en estas
células cumple papeles distintos dependiendo del contexto autoinmune. Para esto, se
analizaran distintos aspectos de la respuesta efectora, ya que como se ha comentado
con anterioridad, la concentacion y disponibilidad de DA es diametralmente opuesta en
estos cuadros de inflamacién. Por efecto de lo anterior, se espera que la sefalizacién

de D5R tenga consecuencias distintas en los modelos a estudiar




3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a los antecedentes previamente expuestos, se plantea como hipétesis de
trabajo que el receptor D5 de dopamina (D5R) expresado en linfocitos T CD4"
promueve el potencial inflamatorio de estas células, favoreciendo asi el

desarrollo de enfermedades autoinmunes mediadas por linfocitos T CD4".
Para evaluar la hipétesis se plantean los siguientes objetivos:

1. Determinar si el D5R favorece la polarizacion in vivo hacia poblaciones Ty
patogénicas en modelos de EAE.

a. Determinar si el D5R expresado en el compartimento hematopoyético afecta
el desarrollo y severidad de EAE.

b. Determinar si la presencia del D5R en linfocitos T antigeno-especifico afecta
el desarrollo y severidad de EAE,

2. Determinar si D5R regula funciones efectoras de células Ty17 in vitro.
a. Determinar si el DSR regula el patron transcripcional asociado a Ty17.
b. Evaluar si el D5R regula la expresién de moléculas efectoras en los Ty17.

c. Determinar si el D5R afecta la plasticidad asociada a Ty17 in vitro.

17
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3. Evaluar el papel de D5R en los LT CD4" en un modelo de colitis crénica.

a.

Determinar si el D5R expresade en LT CD4* estd implicado en la
patogénesis de colitis cronica en raton.

Evaluar si el D5R favorece un fenotipo patogénico de LT CD4" en la lamina
propia de ratones con colitis.

Determinar si el D5R expresado en LT CD4" afecta el nimero o frecuencia

de estas célulasen el intestino de ratones con colitis.

4. Evaluar si DSR esta relacionado con la migracién de LT CD4" colitogénicos.

a.

Evaluar si el D5R expresado en LT CD4" esta asociado a la expresién de
moléculas de homing a intestino.

Mediante [a generacién ex vivo de LT CD4" colitogénicos, estudiar el papel
del D5R en la migracién hacia distintos érganos.

Utilizando ensayos de migracién in vitro, evaluar si el D5R regula la

migracién bajo el estimulo CCL25.




4. MATERIALES Y METODOS Py

4.1- Animales y Anticuerpos.

Animales. Ratones de fondo genético C57BL/6, usualmente de entre 7 y 12 semanas
de edad fueron utilizados para todos los experimentos. Todos los ratones utilizados
expresaban el alelo CD45.2, excepto los ratones wild type WT B6.SJL-PTPRC
(CD45.1) que fueron donados amablemente por la Dr. Maria Rosa Bono. Los ratones
WT CD45.2 junto con los ratones que carecen de la recombinasa 1 (RAG1KO) y los
ratones “2D2" que presentan el complejo receptor en LT CD4" especifico para un
péptido de mielina derivado de microglias y oligodendrocitos (pMOG), fueron
adquiridos de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). Los ratones que
carecen del receptor D5 de dopamina (DSRKO) fueron generados y donados por el
laboratorio del Dr. David Sibley (Hollon y col., 2002) y, los ratones reporteros para la
actividad de IL-17 (IL-17-GFP) fueron donados amablemente por la Dra. Daniela
Sauma. Junto a éstos, en nuestro laboratorio, para ciertos disefios experimentales se
generaron ratones DSRKO para las cepas 2D2 (2D2/D5RKO) e IL17-GFP (IL-
17°"FID5RKO). Todas las cepas fueron mantenidas de acuerdo a las condiciones y

normas del Bioterio de la Fundacion Ciencia & Vida.
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Anticuerpos. Para anilisis de Citometria de Flujo y para la purificacién de poblaciones
celulares por medio del cell sorter, se utilizaron anticuerpos monoclonales asociados a
fluoréforos especificos. De Biolegend (San Diego, CA, USA) se adquirié a-CD4 (clon
GK1.5) asociado a Isocianato de Fluoresceina (FITC), Ficoeritrina (PE), Peridina
Clorofila (PerCP), PE-cianina? (PE-Cy7), aloficocianina (APC), APC-Cy7; Brilliant Violet
421® (Bv421) y Brilliant Violet 510% (Bv510); a-CD25 (clon PC61) asociado a FITC o
APC; a-CD44 (clon IM7) asociado a PE; a-CD62L (clon MEL14) asociado a APC-Cy7;
a-IL-10 (clon JES5-16E3) asociade a PE, PE-Cy7 o Bv421; a-IL-17A (clon TC11-
18H10.1) asociado a PE, PE-Cy7, APC o Alexa Fltior® (AF) 700; a-GM-CSF {clon
MP21-22E9) asaciado a PE; a-IFNy (clon XMG1.2) asociado a APC; a-LAG3 (clon
COB7W) asociado a APC; a-CTLA4 (clon UC10-4B9) asociado a Bv421; a-CD45 (clon
30-F11) asociado a PE o PE-Cy7; a-CD49d (clon R1-2) asociado a PE; a-CCR6 (clon
29-2L17) asociado a PerCP o APC; a-LFA-1 (clon H155-78) asociado a PerCP; a-
CD103 (clon 2E7) asociado a PerCP; a-CD45.1 (clon A20) asociado a AF488 y a-
CD45.2 (clon 104) asociado a PerCP-Cy5.5 o APC-Cy7. De eBioscience (San Diego,
CA, EUA) se adquiri6 a-LPAM-1 o a47 (clon DATKA32) asociado a PE; a-CCR9 (clon
C.W.1-2} asociado a APC y a-IFNy (clon JFK-16s) asociado a PE-Cy7. Para cultivos
celulares se utilizaron anticuerpos monoclonales purificados con Bajo indice de
Endotoxinas y Libres de Azida (LEAF), como a-IL-4 {clon 11B11), a-IFNy {clon AN-18),

a-CD28 (clon 37.51) y a-CD3¢e (clon 145-2C11), los cuales fueron adquiridos de

Biolegend.
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4.2- Obtencién de quimeras.

Generacion de ratones quiméricos de médula ésea. Para eliminar el compartimento
hematopoyético de ratones CD45.1, ratones de entre 5-6 semanas de edad se
irradiaron sub-letalmente con dos dosis de 550 rads (con Co®), separadas entre si por
3 horas. Las irradiaciones se realizaron en el Laboratorio de Irradiacién de la Comisién
Chilena de Energia Nuclear. Un dia después de la irradiacién, los ratones recibieron
por inyeccién intravenosa entre 10-15x10° de células provenientes de la médula 6sea
de ratones WT o D5RKO (ambos CD45.2). Posteriormente, los ratones fueron
mantenidos con antibidticos (Gorban® 0.1%) y en cajas con microfiltro durante 8
semanas. La posible deshidratacién de los ratones durante la primera semana post-
irradiacién, fue prevenida inyectando entre 0,5-1 mL de Buffer Fosfato Salino (PBS;

NazHPO, 8,1 uM, KHPO,4 1,47 pM, NaCl 64,2 mM, KCI 2,68 mM) via intraperitoneal.

Obtencion de precursores de médula ésea y transferencia a ratones irradiados.
Ratones WT y D5RKO fueron sacrificados mediante dislocacion cervical y se
obtuvieron los fémures y tibias de ambas patas traseras. Los huesos se sumergieron
en agua y luego en etanol 70%. Enseguida los huesos fueron cortados en ambos
extremos y la médula dsea fue obtenida inyectando PBS al interior de ellos. Luego de
recolectar y resuspender en PBS todas las células provenientes de la médula 6sea, se
procedid a eliminar eritrocitos, mediante incubacién con una solucién de Amonio-Cloro-
Potasio (ACK; NH.CI 170 mM; KHCO3; 10 mM; EDTA disédico 0,1 mM; pH 7.2).

Finalmente, las células fueron contadas y resuspendidas en PBS a una concentracién

de 50-75x10° células/mL, para inyectar 200 pL por ratén por la vena de la cola.
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4.3- Induccién de la EAE y obtencidn de linfocitos infiltrantes en el SNC de
ratones enfermos,

Induccion de EAE activo y evaluacion del progreso de la enfermedad. Ratones
CD45.1 quiméricos fueron inmunizados con 50 g de pMOG3s.55 (Genetel Laboratories,
Madison, WI, EUA) emuisionado en Adyuvante Completo de Freund (CFA;
[nvitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) suplementado con Mycobacterium
tuberculosis H37 RA inactivada por calor (Difco Laboratories, Detroit, Ml, EUA). Cada
raton recibié un volumen total de 200 pL de emulsién (relacién 1:1 entre pMOG y CFA)
de manera subcutdnea en la zona abdominal, utilizando una aguja 25G x 5/8".
Adicionalmente, los ratones recibieron dos inyecciones de 500 ng de Toxina Pertussis
(Calbiochem, La Jolla, CA, EUA) en 100 pL de solucién, por via intraperitoneal
utilizando una jeringa insulinica (29G), al dia 0 y 2 post-induccién. Ratones RAG1KO,
previamente transferidos con LT CD4" 2D2, fueron inmunizados con 200 pg de
PMOG3s.55 ¥ se les suministré dosis de 50 ng de Toxina Pertussis. La evaluacién del
progreso de la enfermedad fue idéntica para todos los ratones inmunizados. Los
sintomas clinicos fueron evaluados diariamente de acuerdo a los siguientes criterios; 0,
sin signos detectables; 1, flacidez de la cola; 2, debilidad de ias patas traseras; 3,
paralisis de las patas traseras; 4, pardlisis de las patas delanteras; 5, moribundo o

muerte,

Obtencion de células mononucleares (MNCs) infiltrantes en el SNC. En el dia 12
después de la induccién de EAE en ratones RAG1KO, se obtuvo el SNC (médula
espinal y cerebro) de los ratones sobrevivientes, siguiendo la metodologia descrita en

(Lee y col., 2012). A continuacion, las MNCs infiltrantes fueron separadas realizando

un gradiente de densidad 40-70% con Percol™ (General Electrics Healthcare,
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Uppsala, Suecia). Luego, Ias células fueron re-estimuladas in vitro y tefiidas para la

determinacidn de las poblaciones linfocitarias involucradas en la enfermedad.

4.4- Induccién de colitis y obtencion de linfocitos infiltrantes en la ldmina propia
del colon.

Induccién de colitis crénica. Linfocitos T naive CD4" (Tn) WT y/o D5RKO fueron
purificados mediante cefl sorfing y luego fransferidos a ratones RAG1KQO para la
induccién de colitis crénica. Cada ratén recibié 5x10° Tn mediante inyeccién
intraperitoneal en [a cavidad abdominal o intravenosa por la vena de la cola, en 100 L
de PBS. El desarrollo de la enfermedad fue monitoreadoe semanalmente de acuerdo al
cambio en la masa corporal de cada ratén, comparando la masa medida con la que se
registré el dia en que los ratones recibieron adoptivamente los Tn.

Obtencién de MNCs infiltrantes en la lamina propia de colon (cLP). Después de
10-12 semanas de la induccion de colitis (grupo experimental WT alcanza ~90% de la
masa corporal inicial), los ratones fueron sacrificados mediante dislocacién cervical y el
colon distal fue removido, considerando éste como la extension comprendida entre el
término del ciego hasta el recto. Subsecuentemente, el colon fue lavado dos veces con
10 mL de Solucion Salina Balanceada de Hank 1X (HBBS; Gibco® Life
Technologies™) frio, utilizando una canula de entubacién 18Gx75". Posteriormente, el
colon fue totalmente cortado longitudinalmente vy, a partir de éste, se obtuvieron trozos
de aproximadamente 0,5 cm. Los trozos de colon fueron incubados durante 30
minutos a 37°C en Medio IEL que contenia Medio de Dulbecco modificado por Iscove

1X (IMDM; Gibco®) con 2% de Suero Fetal Bovino (FBS; Gibco®) y HEPES 20 mM.

Mas tarde, los trozos fueron incubados en Medio [EL suplementado con colagenasa IV
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(1mgfmL; Gibco®) y DNasa | (0,25 mg/mL; Roche Diagnostics, Basel, Suiza) durante 45
minutos a 37°C. Luego, la solucién fue filirada usando cell strainer de 70 ym (Falcon®,
Corning, Pittston, PA, EUA) y posteriormente las MNCs fueron separadas mediante un
gradiente 67-44% de Percoll™ (General Electrics Healthcare). Ulteriormente, las
células fuercn re-estimuladas in vifro y tefiidas para la determinacion de poblaciones de

LT CD4".

4.5- Re-estimulacion de linfocitos infiltrantes, citometria de flujo y purifacién de
LT CD4".

Re-estimulacion in vitro, tincién intracelular y Citometria de Flujo. Para la
determinacion de la expresion de citoquinas, las células fueron estimuladas por 3-4
horas con Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, 50 ng/mL; Sigma-Aldrich, Alemania) e
lonomicina (1 pg/mL; Sigma-Aldrich) en presencia de Brefeldina A (5 pg/mL; Molecular
Probes®, Life Technologies) en medio IMDM suplementado que contenfa 10% FBS, 1%
™), L-Glutamina 1X (Gibco® y 2-

de Penicilina/Estreptomicina (Invifrogen

Mercaptoetanol (28,6 ni; Sigma-Aldrich).

Independiente del ensayo, todas las células fueron recolectadas, lavadas y tefiidas
para la determinacién de sobrevida o viabilidad utilizando el kit comercial Zombie
Aqua™ (Biolegend) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Después, las células
fueron tefiidas para marcadores exiracelulares en PBS durante 15 minutos a 4°C en
oscuridad. Luego las células fueron fijadas y, en el caso de ser necesario,
permeabilizadas utilizando un kit comercial de tincion para FoxP3 (eBioscience).

Posterior a esto, las muestras fueron incubadas con anticuerpos para detectar

marcadores intracelulares. Todas las tinciones fueron realizadas con anticuerpos
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monoclonales conjugados a fluorocromos. Las células inmunoetiquetadas fueron
analizadas usando un citémetro de flujo FACSCanto Il (BD Bioscience, San Jose, CA,
EUA). El procesamiento de los datos se realizé mediante los Soffwares FACSDiva (BD

Bioscience) y FlowJo vX (FlowJo LLC, Ashland, OR, EUA).

Purificacién de LT CD4". Para obtener LT CD4", bazos de ratones WT o DSRKO
fueron obtenidos, perfundidos y luego disgregados mecanicamente en PBS.
Posteriormente, los eritrocitos presentes en la mezcla celular fueron lisados mediante
el uso de ACK. Una vez descartados los glébulos rojos, los LT CD4" totales fueron
purificados mediante seleccion negativa usando un kit comercial basado en la
utilizacion de microesferas magnéticas acopladas a anticuerpos especificos para
marcadores de superficie celular (MACS®, Miltenyi-biotec, Bergisch Gladbach,
Cologne, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. El grado de pureza de
LT CD4" fue de al menos 93%. Para la purificacion de LT CD4" virgenes o naive (Tn),
los LT CD4" purificados fueron incubados durante 20 minutos a 4°C en PBS 5%-FBS
con anticuerpos monoclonales que permiten la identificacién y seleccién de la
poblacion CD4"CD25CD62L"CD44". Finalmente, la separacion de la poblacién Tn fue
realizada utilizando un cell sorfer FACSAria Il (BD Bioscience). El grado de pureza de

Tn fue de al menos 98%.

4.6- Cultivos de diferenciacién y conversién de Ty17.

Cultivos de diferenciacion in vitro hacia Ty17. Linfocitos Tn WT y DSRKO obtenidos
mediante cell sorting fueron resuspendidos en medio IMDM suplementado a una

concentracion de 5x10° células/mL. Luego, 200 pL o 1 mL fueron depositados en una

placa activada de 96 o 24 pocillos de fondo plano, respectivamente. Para la obtencién
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de Ty17 no patogénicos (Ty17 NP), los Tn fueron incubados 2-3 dias en presencia de
IL-6 murina {m-IL-6; 25 ng/mL), m-IL-1B (20 ng/mL), TGF-B1 humana (h-TGF-81; 5
ng/mlL}, a-CD28 (2 ug/mL) y los anticuerpos blogueadores a-IFNy, a-IL-4 y a-IL-2 (5
pg/mL cada uno). Posteriormente, las células fueron cosechadas, lavadas y cultivadas
en presencia de m-IL-6 (25 ng/mL) y h-TGF-B1 (5 ng/mL) durante los siguientes 4 dias.
Para la obtencién de Ty17 patogénicos (Ty17 P), las células fueron incubadas en
presencia de m-IL-6 (25 ng/mL), m-IL-1B (20 ng/mL), h-TGF-B3 (5 ng/mL), a-CD28 (2
Hg/mL) ademas de a-IFNy, a-ILl-4 y o-IL-2 (5 pug/mL cada uno) durante 2-3 dias.
Posteriormente, las células fueron cultivadas durante 4 dias en presencia de m-IL-6 (25
ng/mL), m-IL-18 (20 ng/mL) y m-IL-23 (20 ng/mL). Durante todos los dias de cultivo,
independientemente del proceso de diferenciacion, las células estuvieron en presencia
de Antibi6tico/Antimicético 1X (Gibco®) y Gentamicina (250 pg/mL; Gibco®). Los
cultivos se mantuvieron constantemente a 37°C, con 90% de humedad y 5% de CO..
Todas las citoquinas utilizadas eran carrier free y fueron adquiridas de Biolegend. Las
placas utilizadas fueron activadas previamente mediante una incubacién de 3 horas
con 50 pl/pocillo de a-CD3¢ (2-4 pg/mL) para la placa de 96 pocillos y 250 plL/pocillo
para la de 24 pacillos. Para la segunda etapa de cultivo, se utilizaron placas activadas

con a-CD3e (2-4 pg/ml) y a-CD28 (2 ug/mL).

Conversién de Ty17 a Ty1. Linfocitos Tn provenientes de ratones IL-17°FPAWT e IL-
17°"FID5RKO fuero diferenciados in vitro hacia T,17 Patogénico. Una vez finalizado el
cultivo, las células fueron resuspendidas hasta alcanzar los 10x10%/mL en IMDM
suplementado. Luego, los LT CD4" fueron re-estimulados in vifro sin afiadir Brefeldina
A durante 4 horas a 37°C en agitacién. Mas tarde, las células fueron tefiidas para

detectar viabilidad y los Ty17 vivos fueron purificados mediante celf sorter segln la

]
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expresion del gen reportero (IL-17-GFP). Finalmente, los Ty17 Patogénicos fueron
incubados en presencia de m-IL-12 (10 ng/mL) durante 48 horas en una placa P96
activada previamente con o-CD3g y a-CD28, en las mismas condiciones mencionadas
para otros cultivos celulares. Posteriormente, la “retencion” del fenotipo Ty17 fue

evaluado por citometria de flujo.

4.7- Obtencién de LT CD4' con tropismo hacia el intestino y ensayos de
migracién.

Generacién de LT CD4" colitogénicos. Para generar LT CD4" que tuvieran migracion
preferencial hacia el intestino, se procedié de manera similar a (Kurmaeva y col.,
2013). Brevemente, LT CD4* WT y D5RKO fueron purificados a pahir de bazo y luego
dejados a una concentracién de 1x10° células/mL en Medio RPMI 1640 (Gibco®)
suplementado con 10% FBS, 1% penicilina/estreptomicina, L-Glutamina 1X, MEM
aminoécidos no esenciales (Gibco® 1X, Piruvato Sédico (Gibco®) 1X y 2.
Mercaptoetanol (28,6 nM). Para favorecer la migracién hacia el intestino, las células
fueron incubadas en presencia de acido retinoico (RA; 100 nM; Sigma-Aldrich), m-1L-2
(20 ng/mL) y o-CD28 (2 pg/mL) durante 2-3 dias en una Placa de 96 o 24 pocillos
previamente activada con a-CD3t. Posteriormente, las células fueron cosechadas y
subsecuentemente cultivadas 2-3 dias en presencia de RA (100 nM) y m-IL-2 (20

ng/mL)}, en una placa activada con a-CD3¢ y a-CD28.

Migracién in vivo. Para estudiar si D5R regula la migracién hacia los tejidos, entre 5-
10x10° LT CD4* colitogénicos WT (CD45.1 0 CD45.1-CD45.2) y D5RKO (CD45.2)
generados ex vivo (RA e IL-2), fueron transferidos por la vena de Ia cola a ratones
RAG1KO en una proporcién de 1:1. Luego de 16 horas, los ratones fueron sacrificados

por dislocacién cervical y el bazo, ganglios mesentéricos (MLN) y colon distal fueron
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disecados desde cada animal. Posteriormente, la presencia de LT CD4* fue
determinada en cada tejido por citometria de flujo. Mas tarde, el indice de migracién y
la relacién de competencia entre los genotipos fue determinado segun (Villablanca &

Mora, 2011).

Migracién in vitro. LT CD4" WT y D5RKO fueron purificados a partir de bazo y
defados a 5-10x10° células/mL en Medio RPML. Més tarde, 100 UL de Ia solucién con
las células fueron depositados en el espacio superior de cadmaras Transwell® (Costar®,
Corning) de membranas de 5 ym. En el espacio inferior de las ¢amaras, previamente
fueron depositados 600 pL de CCL25 (25-100 ng/mL) en RPMI-0,1% Albumina Sérica
Bovina (BSA; Rockland Immunochemicals Inc, Limerick, PA, EUA). El sistema fue
incubado durante 3 horas a 37°C, 90% de humedad y 5% de CO,. Luego del tiempo de
incubacién, 300 L. del pocillo inferior fueron recolectados y mezclados con 100 L de
123 Count Beads (eBioscience) para determinar el numero de células que lograron

migrar por citometria de flujo, siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.8- Determinacion de los niveles de transcripcién y analisis estadisticos.

RT-PCR y real time: PCR. Las células provenientes de los distintos cultivos de
diferenciacion fueron colectadas y el RNA total fue obtenido utilizando EZNA Total RNA
Kit 1 (0 Bio-Tek, Norcross, GA, EUA). Posteriormente, el RNA fue tratado con el
TURBO DNA-free kit (Ambion®, Life Technologies) y luego fue cuantificado en un
equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Mas tarde, 1 pg de RNA fue retrotranscrito
utilizando la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen™), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Para la determinacion de la transcripcién de genes que codifican para

citoquinas y factores de transcripcion, se utilizé el método empleado en (Prado y col.,
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2012). Todas las reacciones fueron realizadas en un equipo Stratagene Mx300P

(Agilent). Para la cuantificacién relativa de los fragmentos amplificados, todos los

resultados fueron normalizados de acuerdo a la transcripcion del gen constitutivo que

codificada para la enzima Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH). Las

secuencias de los partidores utilizados para la cuantificacion de cada transcrito medido

son especificadas en [a tabla II.

Tabla II: Partidores utilizados en los ensayos de real time PCR.

gen Forward (5’ — 3’) Reverse {§' — 3’) Referencia
rorc CAGAGGAAGTCAATGTGGGA GTGGTTGTTGGCATTGTAGG No
publicado
{N-P)
runxi TGGCACTCTGGTCACCGTCAT GAAGCTCTTGCCTCTACCGC {Logan y
col., 2013)
runX3a CGACCGTTTGGAGACCTGC GCGTAGGGAAGGAGCGGTCA (Y. Wang y
col., 2014)
thx21 | CCTGTTGTGGTCCAAGTTCAAC | CACAAACATCCTGTAATGGCTTGT | (Smeltzy
col., 1999)
il9 CTGATGATTGTACCACACCGTGC | GCCTITGCATCTCTGTCTTCTGG (Liycol,
2014)
ilo GAAGACAATAACTGCACCCA CAACCCAAGTAACCCTTAAAGTC (N-P)
ilf7a TTCATCTGTGTCTCTGATGCT AACGGTTGAGGTAGTCTGAG (N-P)
1122 GACAGGTTCCAGCCCTA CAT ATCGCCTTGATCTCTCCACT (Pengy
col., 2014)
csf2 ACCACCTATGCGGATTTCAT TCATTACGCAGGCACAAAAG (Kim y ¢ol.,
. ‘ 2008)
| grzb ATCAAGGATCAGCAGCCTGA TGATGTCATTGGAGAATGTCT N-P
ifng | GAGCCAGATTATCTCTTTCTACC GTTGTTGACCTCAAACTTGG N-P
tgfb1 GCAACAACGCCATCTATGAG TATTCCGTCTCCTTGGTTCAG N-P
tgfb3 AGCGCACAGAGCAGAGAAT GTCAGTGACATCGAAAGACAG {Yin y col,,
2013)
gapdh | TCCGTGTTCCTACCCCCAATG GAGTGGGAGTTGCTGTTGAAG (Prado y
col., 2012)
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Analisis Estadisticos. Las diferencias entre los diferentes genoctipos fueron evaluadas
por el fest { de Student no pareado de dos colas, con o sin la correccion de Welch
dependiendo del ndmero de réplicas del experimento. Para el analisis con mas de 2
grupos de estudio se utilizd el test de ANNOVA de una via seguido por la comparacion
multiple de Tukey, comparando el promedio de cada grupo con respecto a otro. Para el
analisis de las diferencias en el curso de EAE, se utilizé el U-test de dos colas de
Mann-Whitney. Todo el procesamiento estadistico se realizé utilizando el Software

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).




5. RESULTADOS

6.1.1- La expresion det D5R en el compartimento hematopoyético favorece el
desarrollo de una respuesta mas severa en EAE.

Ademas de su extensamente estudiada funcién en el SNC, el D5R ha sido implicado
en variadas funciones inmunes (Pacheco y col., 2014). Notablemente, en un estudio
previo de nuestro laboratorio se ha observado que al inducir la EAE en ratones
D5SRKO, los sinfomas de la enfermedad aparecen en forma tardia y se produce una
menor severidad de la enfermedad. Lo anterior, se ha atribuido parcialmente a la
funcién de D5R expresado en las células dendriticas (Prado y col., 2012). Sin embargo,
la deficiencia de éste receptor en todas las células del ratén, podria estar alterando
funciones fisiolégicas locales y/o sistémicas y con ello, influir en el fenotipo observado
en EAE. Por lo tanto en este trabajo se propuso estudiar la funcién de D5R en EAE,
considerando especificamente el compartimento hematopoyético. Para esto, se
irradiaron ratones CD45.1 y se reconstituyeron con células provenientes de médula
Osea de ratones WT o D5RKO, ambos CD45.2. Luego de 8 semanas (75-85% de las

PBMCs corresponden al donante, dato no mostrado), se les indujo la EAE a los ratones
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quiméricos y se evalu6 el desarrollo de la enfermedad, el cual puede observarse en la

figura 5.

2 dosis:
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Figura 5: El D5R expresado en el compartimento hematopoyético favorece el desarrollo de
EAE en ratones quiméricos. A. Esquema del disefio experimental: Ratones de entre 5-6
semanas fueron irradiados con 2 dosis de 550 rads y un dia mas tarde, fueron reconstituidos con
precursores de meédula ésea (BM) WT o D5RKO. Luego de 8 semanas, la EAE fue inducida y el
curso de la enfermedad fue evaluado diariamente. B. Los ratones CD45.1 reconstituidos con BM
WT se representan en negro y, aquellos reconstituidos con BM D5RKO en naranjo. El grafico
muestra un resultado representativo de tres experimentos independientes. Los valores
corresponden al puntaje clinico promedio + SEM de 6 ratones por genotipo por dia. Para
establecer diferencias estadisticas, se realizé un U-test de Mann-Whitney entre los dias 10-15,
16-22 y 10-22, tal como se indica mediante corchetes. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.

Los datos acumulados del dia de aparicién de los sintomas, maximo puntaje clinico y la

mortalidad, se detallan en la Tabla Ill.
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Tabla lll: El D5R expresado en el compartimento hematopoyético favorece el desarrollo de EAE.

Genotipo de Genotipo del Dia de aparicion Maximo puntaje % Mortalidad
recipiente compartimento de los sintomas clinico
hematopoyético
WT 12,33 £ 0,44 3,73+0,28 39,43 + 10,56
wr D5RKO 13.55 % 0,98 2,86 £ 0,28" TREFETK

Los valores indicados corresponden al promedio + SEM calculado a partir datos de tres experimentos independientes.
Para ratones con compartimento hematopoyético WT se consideraron 15 ratones y 11 para aquellos con compartimento
DSRKO. *p=0.04 segun el test t de Student.

Los resultados en la figura 5 muestran que ratones que poseen un compartimento
hematopoyético DSRKO desarrollan una EAE significativamente menos severa. Esto
se debe a que en el peak de la enfermedad estos ratones presentan un puntaje clinico
menor, en comparacion a aquellos que tienen un compartimento hematopoyético WT
(tabla Ill). Lo anterior sugiere que D5R en el sistema inmune, y no en otros

compartimentos, es importante para el desarrollo y severidad de EAE.

Resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado que la transferencia de LT
CD4" totales y naive WT a ratones DSRKO promueven una mayor severidad en EAE
(figura 3). Considerando lo anterior, la figura 5 sugiere que D5R expresado en LT CD4*
tiene una funcién en la generacién de una respuesta autoinmune. Sin embargo, el
mecanismo no es claro por lo que se requiere mayor evidencia experimental

restringiendo la deficiencia de D5R Unicamente a los LT CD4".
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5.1.2- EI D5R expresado en LT CD4" antigeno-especifico no tiene efecto en la
aparicion, desarrollo y severidad de la enfermedad ni en la mortalidad en un
modelo de agresivo de EAE.

Con anterioridad se ha sugerido que D5R expresado en LT CD4" favorece el desarrollo
y patogencidad de EAE. Sin embargo, estos ensayos se han realizado en ratones que
cerecen del D5R en todas las células (figura 3). Por lo tanto, para estudiar el papel del
D5R solamente en los LT CD4" se procedié a inducir la EAE en ratones RAG1KO,
puesto que es una cepa que carece de linfocitos T endogenos. Para desarrollar la
enfermedad, se transfirieron LT CD4" naive (Tn) 2D2/MWT o 2D2/D5RKO y un dia
después se inmunizé con pMOG (ver materiales y métodos, 4.3) debido a que se ha
reportado previamente que la sola transferencia de Tn 2D2, a pesar a ser especificos
contra antigenos de la vaina de mielina, fallan en desarrollar la EAE (Williams y col.,
2011). Notablemente, como resultado de este protocolo, se obtiene un desarrollo de la
enfermedad sin una etapa de recuperacién de la movilidad en las extremidades de los
ratones, lo que conlleva a una progresion constante de la EAE hasta llegar a la muerte.
Lo anterior, es similar a un desarrollo particular de Esclerosis Multiple, denominado
primariamente progresivo. El curso de la enfermedad de los ratones transferidos con

Tn WT o DSRKO puede observarse en la figura 6B.
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Bazo de ratones 2D2/WT o 2D2/D5RKO

fueron obtenidos y Tn fueron CFA Obtencién de MNCs
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Figura 6: El D5R expresado en LT CD4" no afecta la aparicion, desarrollo y severidad de la
enfermedad en un modelo agresivo de EAE. A. Esquema del disefio expenmental Bazo de
ratones 2D2/WT y 2D2/D5RKO fueron utlllzados para la purificacion de LT CD4" naive (Tn)
mediante cell sorter. Para inducir la EAE, 7,5x10° Tn fueron transferidos a ratones RAG1KO y un
dia mas tarde, los ratones fueron mmumzados con pMOG. Al dia 12, los ratones sobrevivientes
(>50%) fueron sacrificados y las MNCs infiltradas en el SNC fueron purificadas. B. Los ratones
RAG1KO receptores de Tn 2D2/WT se representan en negro y aquellos que recibieron Tn
2D2/D5RKO en naranjo. El grafico muestra un resultado representativo de tres experimentos
independientes. Los valores corresponden al puntaje clinico promedio + SEM de 4-6 ratones por
genotipo. Para establecer diferencias estadisticas, se realizé un U test de Mann-Whitney.

Los datos de todos los experimentos realizados del modelo agresivo de la EAE como el
porcentaje de incidencia, el maximo puntaje clinico y la mortalidad, son resumidos en la

Tabla IV.
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Tabla IV: El D5R expresado en LT CD4" encefalitogénico no afecta la incidencia, severidad ni
mortalidad en un modelo agresivo de la EAE.

Genotipo de Tn 2D2 % de Incidencia Dia de aparicion de Maximo Puntaje % de
los sintomas Clinico Mortalidad
(a dia 12)
WT 100% (15/15) 79+0,3 38+03 46,7+ 3,3
D5RKO 91,7 £ 9,3 (13/14) 8704 32+0.3 41,7+83

Los valores indican el promedio + SEM calculado a partir de datos de tres experimentos independientes. El test t de
Student fue realizado para cada comparacion, sin encontrar diferencias significativas.

Estos resultados sugieren que el D5R expresado en LT CD4" encefalitogénicos no
afecta de manera significativa la incidencia, desarrollo y severidad de la enfermedad ni

la mortalidad en un modelo agresivo de la EAE.

5.1.2.1- El D5R expresado en LT CD4" antigeno-especifico no afecta la infiltracién

de estas células en el SNC de ratones con un modelo agresivo de la EAE.

En la Tabla |V se muestra que 12 dias después de inducir la EAE, entre 42-47% de los
ratones RAG1KO muere. Por consiguiente, se establecié ese dia para analizar las
poblaciones linfocitarias infiltradas en el SNC. Para ello, los ratones fueron sacrificados
y la médula espinal y cerebro fueron disecados para obtener las MNCs infiltrantes. Las
celulas fueron re-estimuladas in vitro con PMA e lonomicina (ver materiales y métodos,
seccion 4.5) y, de esa forma, los LT CD4" asi como las sub-poblaciones de fenotipos
efectores presentes en el tejido fueron analizados mediante citometria de flujo como se

muestra en la figura 7.
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Figura 7: El D5R expresado en LT CD4" antigeno-especifico no afecta la proporcion ni el
numero de LT CD4" infiltrados en el SNC de ratones RAG1KO con un modelo agresivo de

la EAE.

Se realizo el mismo procedimiento indicado en la figura 6A y en el dia 12 post-induccién se
aislaron las MNCs infiltradas en el SNC de los diferentes grupos experimentales. A. Se
presentan Countor plots representativos de MNCs obtenidas del SNC, las cuales fueron re-
estimuladas y tefiidas para la evaluacion de LT CD4". En la fila superior se muestran datos de
ratones transferidos con Tn 2D2/WT y en la inferior con 2D2/D5RKO. En la columna izquierda
se muestra la seleccion de las células CD4" dentro de las células viables. En la columna central
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la relacion Ty1/Ty17 determinada mediante la expresién de IFNy e IL-17A y, en la derecha, las
células posntlvas para GM-CSF. En todos los graf cos los ndmeros indican los porcentajes en el
cuadrante o region seleccionada. B. Cuantificacién del porcentaje de células CD4" dentro de las
células viables (lzqwerda) y el porcentaje de las células que producen GM-CSF, IFNy y/o IL-17A
{derecha). €. Cuantificacién del ndmero de células CD4" infiltradas en el SNC {izquierda) y el
namero de LT CD4" que expresan GM-CSF, IFNy y/io IL-17A. En B y C, los valores
corresponden al promedio + SEM (n=5 para el grupo receptor de Tn 2D2/WT y n=8 para el
grupo receptor de 2D2/D5R). Las diferencias entre ambos grupos experimentales fusron
analizadas mediante el test { de Student, sin encontrar diferencias.

Los resultados observados en la figura 7 muestran que independiente del genotipo, los
LT CD4" encefalitogénicos son capaces de infiltrar en el SNC y adquirir los fenotipos
Tu1/Ty17 en proporciones y numeros similares. De igual modo, no hay diferencias en la
capacidad de producir GM-CSF por parte de los LT CD4" evaluados. Sin embargo,
aunque no hay significancia estadistica, en ratones fransferidos con Tn 2D2/D5RKO se
observa un aumento en la proporcién de células Ty17 productoras de IFN-y (IL-17"
IFN-y*) lo cual podria ser relevante en modelos de autoinmunidad menos agresivos
que este modelo de la EAE. Por este motivo, se estudié a continuacion como el DSR

afecta las relacicnes entre las poblaciones efectoras de LT CD4*.

5.1.2.2- El D5R afecta la proporcién entre linfocitos Ty17 Patogénicos y No

Patogénicos en el SNC de ratones RAG1KO con un modelo agresivo de la EAE.

Si bien no existen diferencias significativas en el total de LT CD4* o en los fenotipos
dentro de las MNCs infiltrantes en el SNC de ratones RAG1KO (figura 7), se procedié a
analizar la relacion entre las poblaciones efectoras mas importantes en el desarrollo de
la EAE: los Ty17-IFNy* (Patogénicos), los Ty17-IFNy” (No Patogénicos) y la proporcion

de ambos con los Ty1 (Figura 8).
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Figura 8: El D5R regula la proporcién entre los fenotipos de T,17. Se realizé el mismo
procedimiento indicado en la figura A y el dia 12 post-induccién se aislaron las MNCs infiltradas
en el SNC de los diferentes grupos experimentales. A. Se muestra la relacién entre la
proporcién de las células IFNyIL-17A" (Ty1) y las células IFNy IL-17A" (T417 NP) en la columna
izquierda, la relacion entre T,1 y las células IFNy'IL-17A" (T,17 P) en la columna central y la
relacién entre Ty17 NP y T417P en la columna derecha. B. Se muestra la relacién entre el
numero de Ty1y Ty17 NP (izquierda), Ty1y T417P (centro) y, Ty17 NP y T,417 P en la derecha.
En Ay en B los valores corresponden al promedio + SEM a partir de los datos del gate CD4",
donde cada punto representa un ratdn. * p=0,037 segun el test t de Student.

Los resultados en la figura 8 sugieren que ratones transferidos con Tn 2D2/D5RKO
tienen un desbalance en la relacién de los Ty17, debido a que en comparacién a los
ratones transferidos con Tn 2D2/WT, presentan un aumento en el porcentaje de Ty17
IFN-y* (T417 P), sin aumentar proporcionalmente los IFN-y" (T417 NP). Curiosamente,
al tener mas representada la poblacion patogénica de los Tn17, se esperaria un
desarrollo mas severo de la enfermedad, lo cual no ocurre. Por consiguiente, se busco
evaluar como el D5R afecta la transcripcion de un grupo de moléculas relevantes para

la funcién en los Ty17.
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6.2.1- El D8R regula diferencialmente el patrén transcripcional asociado a los
fenotipos Ty17.

Considerando que D5R regula la proporcién entre los fenotipos de Ty17 en el SNC de
ratones con EAE, se decidié analizar si también afecta la transcripcion de genes
asociados a las distintas firmas moleculares de T,17. Para ello, se diferenciaron Tn WT
o DSRKO in vitro de manera especifica para T,17 Patogénico o No Patogénico (ver
materiales y métodos, seccién 4.6) y luego diferentes genes fueron evaluados

mediante qPCR. La transcripcién relativa puede observarse en la figura 9.
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Figura 9: Figura 9: El D5R favorece el patron transcripcional asociado al fenotipo Ty17
Patogénico y algunos genes involucrados en el fenotipo No Patogénico.

Tn purificados del bazo de ratones WT o DSRKO fueron diferenciados hacia el fenotipo Ty17
Patogénico o Ty17 No Patogénico, luego se extrajo mRNA y el nivel de transcripcién de un
grupo de genes asociados a la funcion de Ty17 fue cuantificado por RT-PCR de tiempo real.
Posteriormente, se calculé la relacion entre los genotipos estableciendo una razén en base
logaritmica 2. A. Se muestra la relacién de transcripcién para el fenotipo de Ty17 diferenciados
en presencia de TGF-B3 e [L-23. B. Se muestra [a relacion de transcripcion para el fenotipo de
Ty17 diferenciados en presencia de TGF-B1. En ambos graficos se muestra la relacion
promedio determinada a partir de 5 experimentos independientes. Un valor de 0 indica igual
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expresién en ambos genotipos; un valor positivo indica mayor expresion en células WT: un valor
negativo indica mayor expresion en células DSRKO.

De acuerdo a los resultados, se puede inferir que el D5R favorece el patrén
transcripcional patogénico ya que todos los genes evaluados se transcriben en mayor
nivel en los Ty17 Patogénicos WT. Por el contrario, al diferenciar Tn hacia Ty17 No
Patogénicos y evaluar la contribucién de D5R en el patén transcripcional de esta firma,
se observd que no todos los genes se transcriben en mayor nivel en el genotipo WT.
Los genes rore, il17a, csf2 y tgib3 involucrados tanto en la mantencién del fenotipo
como en la capacidad efectora, se transcriben en mayor nivel en los Ty17 No

Patogénice DSRKO.

Considerando el patrén transcripcional (figura 9), se podria conjeturar que Tyl7
generados en presencia de TGF-B3 e IL-23 WT serian més patogénicos en su accién
efectora o que tendrian una mayor conversion hacia el fenotipo Ty1, el cual es un
proceso caracteristico en ésta poblacién (Y. Wang y col., 2014). Por el contrario, se
podria presumir a la vez que Ty17 DSRKO generados en presencia de TGF-1
tendrian una mayor capacidad reguladora o inmunosupresora, puesto gue expresan en
mayor nivel genes esenciales para la mantencién del fenotipo. Sin embargo, la
capacidad inmunosupresora ejercida por Ty17 No Patogénico ha sido solo detectada
en ensayos in vitro y hasta ia fecha no existen evidencias in vivo que la avalen (Singh y
col., 2013; Luz-Crawford y col., 2015). Por consiguiente, se planteé evaluar cémo el
DSR afecta la capacidad de expresar moléculas asociadas a la inmunosupresién en

Tul7.
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5.2.2- ElI D5R no afecta la expresion de moléculas asociadas a funciones
inmunosupresoras en los fenotipos de Ty17.

Debido a que el D5R regula diferenciaimente los genes asociados a la funcién y
mantencion de Ty17 (figura 9), se cuantificé en estos linfocitos generados por TGF-
B3/IL-23 o TGF-B1 la expresion de dos moléculas asociadas clasicamente a funciones
inmunosupresoras: 1. LAG-3, que es una molécula que inhibe la sefalizacién por TCR
y asi limita la expansion de los Linfocitos; 2. CTLA4, que es un reconocido regulador
negativo de la funcién linfocitaria. La expresién de ambas moléculas en los Ty17 puede

verse en la figura 10.
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Figura 10: El D5R no afecta la diferenciaciéon a T,17 Patogénico o No Patogénico, ni
tampoco la expresién de LAG3 y CTLA4 en estas poblaciones in vitro. Se diferenciaron Tn
WT (gris) y DSRKO (naranjo) hacia el fenotipo Ty17 Patogénico (A) y No Patogénico (B).
Izquierda. Se muestra el porcentaje de diferenciacion deterninado por la expresion de IL-17A".
Centro. Se muestra el porcentaje de células que expresan LAG3 dentro de las IL-17A".
Derecha. Se muestra las células que expresan CTLA4 dentro de las células IL-17A". En A yB
los valores corresponden al promedic + SEM para cada marcador, considerando 3-4
experimentos independientes. Las diferencias entre genotipos fueron analizadas por el test ¢ de
Student con correccién de Welch.
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De acuerdo a lo observado a la figura 10, se puede afirmar que el D5R no afecta la
frecuencia de diferenciacion in vitro hacia T,;17 Patogénico o No Patogénico. Al evaluar
las moléculas asociadas a inmunosupresion, se observo que éstas no son exclusivas
para el fenotipo no patogénico (TGF-B1) ya que también se expresan bajo condiciones
proinflamatorias (TGF-B3 e [L-23). Tampoco se observo que la expresion de LAG3 y
CTLA4 se vea afectada por el D5R in vifro, ya que no se registraron diferencias
significativas entre los genotipos para ninguno de los fenotipos. Debido al poco avance
en el la literatura acerca del mecanismo efector de los Ty17 No Patogénicos, se
procedié a evaluar si D5R afecta la capacidad efectora de los Ty17 Patogénicos, ya
que ésta poblacién ha sido mas extensamente estudiada (Lee y col., 2012; Wu y col.,

2013; Y. Wang y col., 2014).

5.2.3- El D5R no regula la plasticidad fenotipica de los Ty17 in vitro.

Los Ty17 que se diferencian a parlir de TGF-B3 e 1L.-23 adquieren un fenotipo
patogénico ya que son capaces de inducir EAE y ademés, pueden convertirse a Ty1
bajo condiciones inflamatorias (Lee y col., 2012; Y. Wang y col., 2014). Durante el
desarrollo de este trabajo, se observé que el D5R favorece un patrén transcripcional
patogénico in vitro (figura 8). Sin embargo, lo anterior no es concordante con el
aumento aparente en la proporcién de Ty17-IFN-y* observado en el SNC de ratones
RAG1KO fransferidos con LT CD4" deficientes en el D5R (figura 7 y 8). Por ello, se
buscd evaluar si el D5R esta implicado en el paso de Ty17 hacia Ty1, para lo cual LT
CD4" fueron diferenciados en presencia de TGF-B3 e IL-23 y luego, los Ty17

resultantes fueron purificados por la expresion de IL-17. Mas tarde, estos fueron
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cultivados en presencia de IL-12 de acuerdo a (Y. Wang y col., 2014) y el paso a Ty1

fue evaluado, como puede observarse en la figura 11.
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Figura 11: El D5R no afecta la conversién de T,17 Patogénico a T,1 in vitro.

Linfocitos Tn IL-17°"" WT e IL-17°"F DSRKO fueron purificados y diferenciados in vitro hacia T,17 en
presencia de TFG-B3 e IL-23 durante 6-7 dias, para luego evaluar la conversion a Tyl A Se
muestran countor plots representativos en donde se analizan las células CD4'IL-17A" del gate
células viables (izquierda), las cuales fueron purificadas mediante cell sorter gracias al reportero GFP
(derecha). B. Se muestran dot plots representativos de T,17 cultivados con IL-12 (10 ng/mL) que
fueron re-estimulados in vitro para evaluar la expresién tanto de IL-17A como de IFNy en células WT
(izquierda) y DSRKO (derecha). C. Se muestra la cuantificacién del indice de estabilidad para el
fenotipo de Ty17 (arriba), el cual fue determinado con la razén del nivel de pureza (post-sort) y el
porcentaje de eventos IL-17A" después de 48 horas con IL-12. También se grafica el porcentaje de
Ty1 obtenidos (abajo). En C los valores corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos
independientes. En A y B, los numeros sobre cada regién indican el porcentaje de células positivas
en el cuadrante correspondiente. No se encontraron diferencias segtn test t de Student.
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Los Ty17 patogénicos usados en el ensayo de conversién no expresaban de manera
considerable IFN-y (menor al 1% de los IL-17A", dato no mostrado) al momento de
purificarlos por cell sorter, aunque si transcribfan ifng y tbx27 (figura 9). De manera que
los Ty1 observados al término del ensayo fueron generados por la sefializacién de IL-
12. En cuanto a los resultados obienidos, se puede observar gue tanto la mantencion
del fenotipo Ty17 (determinado por la presencia de IL-17A*) como el porcentaje de los
Tyl generados, no difieren mayormente entre WT y D5RKO. Esto sugiere que la
acumulaciéon de Ty17-IFN-y* observado en el SNC de ratones con EAE transferidos
con LT CD4" D5RKO (figura 7) no se deberia a una deficiencia en la plasticidad

fenotipica de éstos Ty17.

5.3.1- El DSR expresado en LT CD4" favorece el desarrollo de colitis crénica.

Debido al alto contenido de DA intestinal en condiciones fisiolégicas y al decremento
de este neurotransmisor en eventos patologicos, otro modelo atingente para estudiar el
papel del D5R en LT CD4* en cuadros autoinmunes es la colitis ¢ronica. Este modelo
murino recapitula los principales eventos de las Enfermedades inflamatorias

Intestinales, que comprende principalmente a UC y CD (ver introduccién, seccién 2.5).

Para estudiar el papel del D5R en LT CD4" en este modelo, se transfirieron LT CD4*
naive (Tn) WT, DSRKO o una mezcla 1:1 de ambos a ratones RAG1TKO.
Posteriormente, la masa corporal fue registrada semanalmente para determinar el

desarrollo de la enfermedad, lo cual puede observarse en la figura 12,
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Figura 12: El D5R expresado en Tn favorece la pérdida de peso en un modelo de Colitis
Crénica. A. Esquema del disefio experimental: Ratones RAG1KO recibieron por via
intraperitoneal o intravenosa, 5x10° LT CD4" naive (Tn) WT, D5RKO o un mix 1:1 entre ellos al
dia 0. Luego de eso, se determiné la variacién de la masa corporal semanalmente durante 12
semanas. B. Se muestra el promedio + SEM de la variacién de la masa corporal del total de
ratones utilizados en 4 experimentos independientes, cada uno de ellos con al menos 4 ratones
por grupo. De esta manera, el gréfico en B considera Tn WT — RAG1KO (n=17); Tn D5RKO —
RAG1KO (n=16) y Tn WT/D5RKO — RAG1KO (n=10). Las diferencias entre los grupos fueron
determinadas utilizando el test t de Student, comparando 2 grupos simultaneamente en todas
las combinaciones posibles desde la semana 5 en adelante. C. Cuantificacién del nimero de
eventos viables, obtenidos con la estrategia de gating para la determinacién de linfocitos. Los
valores representan el promedio + SEM. Cada punto representa el valor otorgado por el
citdmetro para 1 muestra. En B se muestran los datos de 2-4 experimentos y las diferencias
fueron establecidas utilizando el test ¢ de Student. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; donde *
en negro representa diferencias entre los datos WT y D5RKO vy, en rojo, las diferencias entre
los grupos WT/D5RKO y WT o D5RKO.

En la figura 12 se agruparon los datos de colitis crénica inducida de manera ipoiv,ya
que con ambos tipos de inyecciones se obtenian resultados similares en el porcentaje
de pérdida de la masa corporal de los ratones transferidos. Sorprendentemente,
ratones RAG1KO transferidos con Tn D5RKO no pierden peso durante el transcurso de
las semanas, sino que por el contrario, aumentan en promedio un 10% de su masa

corporal (figura 12B). Para descartar una posible falla en la reconstitucion por parte de
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les Tn DSRKO, éstos se transfirieron en conjunto con Th WT en una proporcién 1:1
(linea roja, figura 12B) observando que durante las 8 primeras semanas, la masa
corporal de los ratones transferidos con ésta mezcla se asemeja a la de los ratones
transferidos con Tn D5RKO. Sin embrago, durante las Gltimas 3 semanas pierden
subitamente masa corporal alcanzando los niveles de los ratones transferidos con Tn

WT.

Debido a que uno de los principales sitios de inflamacién en la colitis crénica es el
colon, se procedié a determinar cualitativamente la infiltracién linfocitaria mediante
citometria de flujo (figura 12C). Los resultados indicaron que ratones transferidos con
Tn DSRKO poseian diez veces menos de células en la seleccion especifica de Forward
y Side Scatter para determinar linfocitos. Por consiguiente, el anélisis de los fenotipos
se realizo en los ratones transferidos con Tn WT y D5RKQ puesto que poseen un
nimero similar de células infiltradas en el colon que los ratones transferidos con Tn
WT.

5.3.2- La expresi6n del D5R en LT CD4" no regula la adquisicién de un fenotipo
efector en el colon de ratones con colitis cronica.

En la colitis crénica, uno de los principales sitios de inflamacién es la lamina propia del
colon (cLP). En este tejido, ocurre una alta infiltracién linfocitaria que responde contra
antigenos de la microbiota generando un estado inflamaterio persistente (Rooks y col.,
2014). Para determinar si el D5R favorece la adquisicién de un fenotipo patogénico en
los LT CD4%, las células infiitrantes de cLP de ratones transferidos con Tnh WT y
D5RKO fueron obtenidas (ver materiales y métodos, seccion 44) y los eventos CD4*

fueron analizados segun genotipo por la expresion de CD45 (CD45.1 y CD45.2). El
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analisis de los fenotipos efectores para cada genotipo, pueden observarse en la figura

13.
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Figura 13: El D5R no regula la adquisicion de fenotipos patogénicos en LT CD4*
infiltrados en cLP.

A. Estrategia de gating. Para inducir la colitis crénica, se realizé una mezcla 1:1 de Tn WT y
DSRKO, los cuales fueron transferidos a ratones RAG1KO (Countor plots, fila arriba). Luego de
12 semanas, en las MNCs obtenidas de cLP fueron identificados los LT CD4" (abajo, izquierda)
y por la expresion de CD45, se pudo determinar el genotipo de ésta poblacion (abajo, derecha).
En la columna izquierda se muestran los linfocitos dentro de la seleccién de células viables yen
el eje X la marca CD4. En la columna de la derecha se muestran los CD4" y en el eje X se
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establecen los WT (CD45.1%) y los D5RKO (CD45.17). Tanto en la columna de la izquierda como
en la de la derecha, el nimero sobre la seleccién indica el porcentaje de células positivas. B. Se
observan countor plots representativos que evidencian las células que expresan IFNy e IL-17A
para los LT CD4" WT (arriba) y D5RKO (abajo). E! nimero en cada cuadrante representa el
porcentaje de células positivas. C. Cuantificacion de la frecuencia de las poblaciones celulares
analizadas en (B). Los valores indican el promedio + SEM de los Ty1 (izquierda), Ty17-IFN-y"*
(centro) y Ty17-IFN-y" (derecha). Cada punto representa e! valor obtenido para un ratén,
considerando solo valores mayores a 0. Se muestran los datos de un grupo experimental con 6
ratones. Las diferencias entre genotipos fueron analizadas mediante test f de Student con o sin
la correccién de Welch.

Los resultados mostrados en la figura 13, sugieren que el D5R no afecta la polarizacitn
hacia los fenotipos Ty1 y Ty17 en el sitio de inflamacién evaluado. Lo anterior, debido a
que no hay diferencias significativas entre células WT y D5RKO, al comparar el

porcentaje de LT CD4" que expresan IFN-y y/o IL-17A.

Notablemente, al identificar el genotipo de los LT CD4" en cLP luego de 12 semanas,
se puede observar que la proporcion entre WT y DSRKO difiere con respecto a la
mezcla inicialmente transferida (figura 13A). Esto motivé el posterior andlisis de la

reconstitucién por parte de los LT CD4*.

5.3.3- El D5R expresado en los LT CD4" favorece la migracion hacia cLP en
ratones RAG1KO con colitis crénica.

Los resultados previamente obtenidos, sugieren que el D5R podria ser importante en la
migracién o infiltracién de LT CD4" hacia cLP, ya que ratones transferidos con Th
D5RKO, ademas de no desarrollar colitis inflamatoria, poseen significativamente

menos MNCs viables en cLP (figura 12).

Para evaluar si el D5R en los LT CD4" afecta la capacidad de infiltrar en [a cLP o

regula la capacidad de repoblar érganos inmunes (MLN y bazo) en colitis crénica, se
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analizaron las frecuencias de los genotipos de los LT CD4" de ratones transferidos con

Tn WT y D5RKO. Los resultados pueden ser observados en la figura 14.
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Figura 14: La expresion del D5R en los LT CD4" favorece la migracién hacia cLP y regula
negativamente la presencia de estas células en el bazo. 12 semanas después de la induccién
de colitis crénica, el bazo (A), MNL (B) y cLP (C) fueron extraidos desde los ratones RAG1KO
transferidos con una mezcla 1:1 de Tn WT (CD45.1) y DSRKO (CD45.2). Arriba. Se muestran
countor plots representativos de cada érgano o tejido, en el que se seleccionan las poblaciones
WT (CD45.1") y D5RKO (CD45.1). En cada region seleccionada se indica el porcentaje
correspondiente. Abajo. Cuantificacion del porcentaje de células WT o DSRKO del gate CD4" para
cada érgano o tejido. Los valores corresponden al promedio + SEM. Cada punto representa los
datos obtenidos de un ratén. Se muestran los datos de 2 experimentos independientes con 3-5

ratones por experimento. La significancia de las diferencias entre genotipos fue establecida
utilizando el test t de Student, donde **p<0,01 y ***p<0,001.
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Los resultados de la figura 14 indican que LT CD4" WT y D5RKO se distribuyen
diferencialmente en ratones RAG1KO con colitis cronica. Esto se denota ya que en
bazo los LT CD4" D5RKO son significativamente mas frecuentes que los WT, lo cual
se revierte en cLP, donde los LT CD4" WT representan la mayoria. En MLN, por el

contrario, la proporcion entre WT y D5RKO es similar.

6.4.1- El D5R en LT CD4" esta asociado a la regulacién de la expresién de
moléculas de homing a intestino en bazo de ratones con colitis ¢crénica.

Para evaluar las posibles razones de las diferencias observadas en la repoblacién de
érganos y tejidos entre LT CD4" WT y D5RKO, se determiné el nivel de expresion de
moléculas asociadas al homing intestinal, tales como el receptor de quimioquinas
CCR9 y las integrinas a4B7 y LFA-1. Los resultados del analisis de estas tres

moléculas en LT CD4" de bazo, puede observarse en la figura 15.
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Figura 15: El D5R expresado en LT CD4" regula la expresion de moléculas de homing
intestinal en ¢l bazo de ratones con colitis cronica. Ratones RAG1KO transferidos con una
mezcla 1:1 de Tn WT y D5RKO fueron sacrificados a las 12 semanas y el fenotipo de los LT
CD4" en el bazo fue determinado. A. Counfor plots e histogramas representativos son mostrados
para la expresién de CCR3 {fila superior), a4p7 (fila centro) y LFA-1 (fila inferior). En la columna
de la izquierda se muestran las células posmvas para [as moléculas previamente mencionadas
en el genotipo WT, identificado por el gafe CD4'CD45.1". En la columna central, se muestran las
peoblaciones positivas para las moléculas evaluadas en el genotipo DSRKO v, en la columna de la
derecha, se muestra un histograma para cada medicién, donde en negro se representan los
eventos WT y en naranjo los DSRKO. En la columna izquierda y central, el ndmero anotado
sobre la seleccion indica el porcentaje de células para cada parametro evaluado. B.
Cuantificacion de los porcentajes de las células positivas para CCR9 (izquierda), a4R7 (centro) v
LFA-1 (derecha). C. Cuantificacion de la densidad de [a expresién de CCR9 (izquierda), a437
(centro) y LFA-1 (derecha). Los valores comesponden a la .intensidad media de fluorescencia
(MFI) del gate CD4'CD45.1" o CD4'CD45.2" {dependiendo del genotipo) para cada marcador
evaluado. En B y en C, cada punto indica el dato obtenido a partir de un ratén. En estos graficos,
se muestran los datos colectados de 2 experimentos independientes con 3-5
ratones/experimento. Los datos mostrados indican el promedio £ SEM. La significancia de las
diferencias entre genotipos fue establecida utilizando el test ¢ de Student, donde *p<0,05 y
**p<0,01.

Los resultados muestran que la carencia del D5R en LT CD4% genera una
exacerbacion de la expresion de CCR9 en los LT CD4" del bazo, tanto en frecuencia de
células expresando este receptor como en la densidad de CCR9 en la superficie
celular. Por el contrario, la carencia del DSR resulta en una caida en la frecuencia y
densidad de expresion de o4B7 y LFA-1 en los LT CD4" del bazo. Lo anterior,
explicarfa en parte por qué los LT CD4* DSRKO son mas frecuentes en el bazo de
ratones RAG1KO transferidos con Tn WT y D5RKO (figura 14). Sin embargo, de
manera paradéjica, en los LT CD4" D5RKO [a mayor expresién de CCR9 (descrita
como clave en el homing a estestino) no resulta en una mayor frecuencia de estas

células en cLP (figura 14},

Para determinar si los resultados anteriormente comentados ocurren solo en bazo, se

procedio a analizar el mismo analisis en los LT CD4" de MLN.
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5.4.1.2- El D5R regula la expresion de CCR9 en los LT CD4" de MLN en ratones
con colitis croénica.

Prosiguiendo con el analisis de la expresion de las moléculas de homing a intestino en
los LT CD4", se evalu6 la expresién de CCR9 y a4B7 en los linfocitos presentes en el

MLN. Los resultados pueden observarse en la figura 16.
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Figura 16: El D5R expresado en LT CD4" regula negativamente [a expresion de CCR9 en
el MLN de ratones con colitis cronica. Ratones RAG1KO transferidos con una mezcla 1:1 de
Tn WT y D5RKO fueron sacrificados a las 12 semanas y el fenotipo de los LT CD4" en el MLN
fue determinado. A. Se muestran Countfor plofs e histogramas representativos para la expresion
de CCR9 (arriba) v a4B7 (abajo). En la columna de la izquierda se muestran las células
positivas para las moléculas previamente mencionadas en el genotipe WT, identificado por el
gate CD4'CD45.1". En la columna central, se muestran las poblaciones positivas para las
moléculas evaluadas en el genctipo DSRKO vy, en la columna de la derecha, se muestra un
histograma para cada medicién, donde en negro se representan los eventos WT y en naranjo
los DSRKO. En la columna izquierda y central, el nimero anotado sobre [a seleccidn indica el
porcentaje de células positivas para cada parémetro evaluade. B. Cuantificacion de los
porcentajes de las células positivas para CCR9 (izquierda) y a4p7 (derecha). C. Cuantificacion
de la densidad de la expresiéon de CCR9 (izquierda) y o4B7 (derecha). Los valores
corresponden a la Intensidad media de fluorescencia (MF1) del gate CD4'CD45.1" o
CD4'CD45.2" (dependiendo de! genotipo) para cada marcador evaluado. En B y en C, cada
punto indica el dato obtenido a partir de un raton. En estos gréficos, se muesiran los datos
caolectados de 2 experimentos independientes con 3-5 ratonesfexperimento. Los datos
mostrados indican el promedio + SEM. La significancia de las diferencias entre genotipos fue
establecida utilizando el test { de Student, donde **p<0,01.

Los resultados en la figura 16 sugieren que DSR regula negativamente la expresién de
CCR9 en MLN ya que la poblacién positiva para el receptor de CCL25 es
significativamente mayor en LT CD4" D5RKO. Por el contrario, no se observaron

diferencias entre WT y D5RKO en la frecuencia o en la densidad a4f7 en los LT CD4

obienidos de MLN de ratones con colitis crénica.

6.4.1.3- El DSR no regula la expresion de moléculas asociadas a migracion

intestinal en LT CD4" de ratones sanos.

Debido a que en ratones RAG1KO con colitis cronica se observé una importante
diferencia en la expresién de LFA-1, CCR9 y a4f37 entre los LT CD4* WT y D5RKO, se
procedié a analizar si dicha diferencia es observada también en ratones sanos. Para

aquello, se analizo la expresion de un panel de receptores de quimioquinas e integrinas
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involucrados en migracién, mediante citometria de flujo, en bazo de ratones WT vy

D5RKO. El analisis de las poblaciones de LT CD4" puede observarse en la figura 17.
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Figura 17: El D5R no afecta la expresion de proteinas asociadas a la migracion en LT CD4"
provenientes de ratones sanos. La expresion de moléculas asociadas a la migracion fue
evaluada en LT CD4" de bazo de ratones WT y D5RKO mediante citometria de flujo. A. Se
muestran countor plots representat;vos con los cuales Arriba se determind la poblacién CCR9" y
abajo la poblacion ad4B7" en LT CD4™ WT (izquierda) y D5RKO (centro). Ademas, se muestran
histogramas comparando la expresion de estas moléculas entre ambos genotipos (derecha). El
numero sobre cada region seleccionada indica el porcentaje de LT CD4" positivos para cada
marcador. B. Cuantificacién de la frecuencia de expresion de todas las moléculas evaluadas. Los
valores representan el promedio + SEM. Se muestran los datos obtenidos de 7 ratones por grupo,
divididos en 3 experimentos independientes, cada experimento cpn 2-3 ratones por genotipo. La
significancia de las diferencias entre genotipos fue evaluada utilizando el test t de Student con y
sin la correccion de Welch. No se encontraron diferencias.
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En ratones RAG1KO que desarroltaron colitis crénicas luego de la transferencia de Tn
WT y D5RKO, la poblacién de LT CD4" D5RKO positiva para CCR9 es mayor en bazo
y en MLN. Sin embargo, esto no se asocia con una mayor proporcién de los LT
deficientes en DER en la cLP, ya que éstos estan en una menor proporcion en el tejido

intestinal (figura 14).

Los resultados en la figura 17 sugieren que la desregulacion observada para CCR9,
LFA-1 y 04B7 en bazo, ccurren especificamente en un contexto de colitis. Lo anterior,
ya que en LT CD4" obtenidos de ratones sanos WT y D5RKO los marcadores
comentados poseen similar densidad de expresién (dato no mostrado) y estan
expresados en semejante proporcién. De manera similar, otras integrinas y receptores
de quimioquinas fueron evaluados sin encontrar diferencias significativas en la

proporcion dentro de los LT CD4" (figura 17B).

Considerando lo anteriormente expuesto, para evaluar el papel de D5R en la migracién
hacia [a mucosa intestinal es necesario recrear condiciones semejantes a las que se
desencadenan durante la colitis, puesto que en condiciones fisiolégicas no se observan

mayores diferencias entre WT y D5RKO.

5.4.2- EI D5R expresado en LT CD4" colitogénicos es necesario para la migracién
hacia [a lamina propria colénica.

Durante el desarrollo de este trabajo se ha observado que en colitis crénica el D5R es
relevante para la expresion de moléculas asociadas a la migracion a intestino en los LT
CD4". Por lo tanto, para evaluar si el D5R tiene un papel en la migracién bajo estimulos

asociados a la colitis, se generaron LT CD4" ex vivo con tropismo hacia el intestino
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mediante la accién de acido retinoico (RA) y luego, éstos se transfirieron a ratones
RAG1KO. Después de 16h se compar6 la capacidad migratoria hacia la mucosa

intestinal y otros érganos, entre LT CD4" WT y D5RKO como puede observarse en la

figura 18.
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Figura 18: El D5R es requerido para la migracién de LT CD4" colitogénicos hacia la lamina
propia colénica. A. Esquema del disefio experimental. LT CD4" WT (CD45.1" CD45.2 o
CD45.1°CD45.2") y D5RKO (CD45.1" CD45.2") fueron purificados de bazo y luego cultivados en
presencia de RA e IL-2 durante 4-5 dias. Luego, las células fueron cosechadas, lavadas y
mezcladas 1:1 entre WT y DSRKO. Posteriormente, entre 5-10x10° células fueron transferidas a
ratones RAG1KO y, 16 horas mas tarde, el bazo, MNL y cLP fueron disecados y analizados para
determinar las proporciones de los diferentes genotipos de LT CD4". B. se muestran Countor
plots representativos mostrando el andlisis de la mezcla de linfocitos transferida a los ratones
(Izquierda) y la determinacion de las proporciones de los LT CD4" detectadas en el bazo (centro)
luego de 16 horas. Los nimeros en cada cuadrante indican el porcentaje de células positivas en
esa region. En base a relacion transferido/detectado, se determiné el indice de migracién entre
los diferentes genotipos (derecha) utilizando la ecuacién de Mora y Villablanca (Villablanca &
Mora, 2011). Posteriormente, se cuantificd la razén logaritmica WT/D5RKO. Los valores
representan el promedio + SEM de 4 ratones para cLP, 3 con MLN y 10 ratones para bazo. Los
datos fueron obtenidos de 4 experimentos independientes con 2-4 ratones por experimento.
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Los resultados indican que el D5R expresado en LT CD4" colitogénicos favorece la
migracién a cLP y regula negativamente la permanencia de éstas células en el bazo.
Lo anterior es concordante con lo observado en ratones RAG1KO con colitis crénica,
ya que en éstos, los LT CD4" D5SRKO se mantienen en una mayor relacion en el bazo y
en una menor relacién en cLP. Sin embargo, bajo el ensayo de migracién in vivo se
observa que el D5R regula negativamente la frecuencia de LT CD4" que llegan al MLN,
a diferencia de lo que se observd en ratones con colitis, donde la proporcién WT y

D5RKO no diferfa mayormente (figura 14).

Para evaluar si las diferencias observadas en la migracién in vivo se debe a diferencias
en [a expresion de los marcadores asociados a homing hacia intestino, se determind la

expresion de éstos en cada uno de los érganos y tejidos comentados anteriormente.

6.4.2.1- D5R regula negativa la expresién de CCR9 en LT CD4" colitogénicos que
migraron in vivo hacia la lamina propia colénica.

Ademas de determinar si D5R afecta la capacidad de migracion in vivo de LT CD4*
colitogénicos, se determind la expresion de las moléculas asociadas al homing a

intestino en los distintos érganos vy tejidos evaluados en la seccion 5.4.2 como puede

observarse en la figura 19.
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Figura 19: El D5R regula negativamente la expresion de CCR9 en LT CD4" colitogénicos
que lograron migrar a cLP in vivo. Se determinaron las poblaciones que expresan a4B7
(izquierda) y CCR9 (derecha) en los LT CD4" colitogénicos identificados en bazo (A), MLN (B)y
CLP (C) de ratones RAG1KO. En A, B y C se grafica el promedio + SEM, calculado a partir de
los datos obtenidos de 3 experimentos independientes. Cada punto representa los datos
obtenidos de un ratén. La significancia de las diferencias entre genotipos fue evaluada
utilizando el test t de Student con y sin la correccion de Welch. ** p<0.01.

Los resultados mostrados sugieren que LT CD4" colitogénicos presentan poblaciones
positivas para CCR9 y a4B7 independientemente de la sefializacion de D5R en bazo y
en MLN. Sorprendentemente, en cLP los LT CD4" D5RKO detectados presentan una
mayor proporcion de CCR9, sugiriendo que D5R regula negativamente a esta
poblacién. Sin embargo, hay que notar que los LT CD4™ D5RKO, pese a expresar en

mayor proporcion CCR9, presentan una menor capacidad para migrar hacia cLP.
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5.4.3- EI D5R regula negativamente la migracion in vitro en LT CD4" provenientes
de ratones sanos.

Para determinar si existe una diferencia en la migracion en ausencia de inflamacién, LT
CD4" WT y D5RKO fueron purificados a partir de bazo de ratones sanos y la migracion
hacia una quimioquina tipica de intestino se evalud in vitro. Los resultados de
migracién en funcién de la concentracion de CCL25 (ligando de CCR9) pueden

observarse en la figura 20.
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Figura 20: El D5R regula negativamente la migracion in vitro en LT CD4" provenientes
de ratones sanos. LT CD4" WT y D5RKO fueron purificados a partir de bazo y 0,5-1x10°
células fueron utilizadas para ensayar la migracion in vitro en cémaras Transwell, usando
como quimiotractante CCL25. En el grafico se muestra la cuantificacién del porcentaje de
células que migran hacia el compartimento inferior, con respecto al nimero inicial de células
afnadidas en el compartimento superior. Para determinar la significancia de las diferencias
entre la migracién de un genotipo se utilizé el Test de ANNOVA de multiple comparacién con
el post-test de Tukey, sin encontrar diferencias. Para establecer las diferencias entre los
genotipos para una concentracion dada, se utilizé el test t de Student, donde * p<0.05.

Los resultados mostrados en la figura 20 sugieren que en LT CD4" provenientes de
ratones sanos WT o DSRKO, tienen una baja capacidad basal para migrar hacia
CCL25, que no aumenta en funcién de la concentracién del quimiotractante. Sin
embargo, a 25 ng/mL los LT CD4" D5RKO poseen una mayor capacidad para migrar

hacia CCL25 que la contraparte WT. Este resultado sugiere una mayor actividad de




62

CCRY en ausencia de D5R, que es independiente de la expresion del receptor de
CCL25 puesto que esta ultima no difiere de manera significativa entre LT CD4* WT y
DSRKO de bazo de ratones sanos (figura 17), Para determinar si éste fenémeno se

extiende en contextos patolégicos como la colitis crénica, otras aproximaciones in vitro

SOn necesarias.




6. DISCUSION

6.1- Papel del receptor D5 de dopamina en los LT CD4” en EAE.

Utilizando herramientas farmacoldgicas y genéticas, previamente ha sido demostrado
que el receptor D5 de dopamina (D5R) posee un papel importante en el desarrollo de
la EAE, el modelo murino para Esclerosis Multiple (ver introduccion, seccién 2.4.2).
Dentro del mecanismo celular implicado en la patogénesis de la enfermedad, se ha
demostrado que la sefializacion por el D5R favorece la produccion de IL-23 en las DCs
y con ello, se potencia la polarizacién a LT CD4" Ty17, los cuales son uno de los
principales actores patogénicos en la enfermedad (Lee y col., 2012; Prado y col.,
2012). No obstante, los estudios previamente comentados se han realizado en
animales deficientes en el D5R (D5RKO). La ausencia general del D5R en todas las
celulas del organismo, puede traer consigo alteraciones que contribuyan a atenuar la
inflamacién, independientemente de la sefializacién de éste receptor en el sistema
inmune. Ademads, considerando que los érganos linfoides primarios podrian ser
estimulados por DA proveniente del sistema nervioso periférico (Mignini y col., 2003;

Roggero y col., 2011; Huang y col., 2013), la ausencia de la sefializacién del D5R

podria afectar el desarrollo y/o maduracion de las células inmunes. Por lo tanto, para
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descartar los fenémenos recién comentados y validar la utilizacién de los ratones
D5RKO en el estudio de EAE, se irradiaron sub-letalmente ratones WT y se
reconstituyeron con células precursoras de la médula 6sea WT o D5RKO. Bajo este
modelo, la mayoria (>80%, datos no mostrados) de las células presentes en la sangre
correspondian al genotipo donante después de 8 semanas de reconstitucion, momento
en que la enfermedad fue inducida.

Los resultados del ensayo con quimeras mostraron que los ratones con el
compartimento hematopoyético DSRKO, desarrollan una EAE menos severa que
aquellos ratones reconstituidos con precursores WT (figura 5). Lo anterior se manifiesta
cuaniitativamente en el puntaje clinico que presenta cada ratén durante la enfermedad
y en el maximo puntaje clinico en el peak de ella. Ratones con el componente
hematopoyético WT presentan un puntaje promedio de 3,7 en el peak, comparado con
el 2,8 de aquellos que tienen un componente hematopoyético DSRKO (Tabla lll). Lo
anterior, es concordante con el desarrollo de EAE en ratones D5RKO, pese a que
estos Gltimos ademas presentan una aparicién tardfa de los sintomas (Prado y col.,
2012). En base a los resultados obtenidos, se puede inferir que la sefializacion de D5R
en el compartimento hematopoyético favorece el desarrollo de una EAE maés severa.
En las quimeras WT y D5RKO, ademas se observé un mayor puntaje clinico durante el
desarrollo y en el peak de la EAE, en comparacién al registrado en ratones WT y
DSRKO. Lo anterior podria deberse a que en el SNC de los ratones irradiados y
posteriormente reconstituidos se encontraron LT CD4" del huésped y del donante (dato
no mostrado). Es por esto, que las quimeras no son apropiadas para estudiar en

especifico la contribucién del D5R en los LT CD4", objetivo principal de éste trabajo.
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Para restringir la deficiencia del D5R so6lo a LT CD4", linfocitos WT o D5RKO antigeno-
especificos contra la vaina de mielina fueron transferidos a ratones RAG1KO y luego la
EAE fue inducida. Los resultados obtenidos del disefio experimental anteriormente
comentado, mostraron que los ratones RAG1KO transferidos con LT CD4"
encefalitogénicos, desarrollan una EAE sin fase de recuperacién de los sintomas
independiente del genotipo de los LT CD4" transferidos (figura 6). Junio a esto, pese a
que en los ratones fransferidos con LT CD4™ D5RKO se observd un puntaje clinico
maximo mas baio (3,8 vs 3,2) y una menor mortalidad, las diferencias no fueron
significativas. En base a lo anterior, los resultados sugieren que el DSR expresado en
LT CD4" encefalitogénicos no afecta la aparicion, desarrollo ni severidad en un modelo
agresivo de [a EAE.

El disefio experimental de la EAE en ratones RAG1KO, fue util ademas para analizar la
capacidad efectora y la diferenciacion de los LT CD4" en el Sistema Nervioso Central
(SNC). La proporcion y numero de los fenotipos de los LT CD4" infiltrados no varia
significaticamente entre WT y DSRKO (figura 7). Sin embargo, al analizar la relacion
entre la proporcion de los distintos fenotipos Ty en el SNC, se observé que aquella que
involucra a los Ty17 (IL-17A"IFN-y" y IL-17A'IFN-y) se ve afectada en los LT CD4" que
carecen del D5R (figura 8). Lo anterior sugiere que D5R regula la homeostasis de Ty17
en EAE, ya que en la condicién DSRKO hay un aumento aparente de los Ty17 que son
capaces de producir IFN-y (Ty17 Patogénicos), el cual no es proporcional a aquellos
que no pueden producir [FN-y (Ty17 No Patogénico).

La mayor proporcién de Ty17-IFN-y* en el SNC de ratones RAG1KO transferidos con

LT CD4" D5RKO, podria deberse a que el D5R regula de manera negativa la

diferenciacion hacia éste fenotipo o que impide |a conversién de éste a Ty1.
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6.2- Papel de D5R en Ty17

Los LT CD4" Ty17 han sido fuertemente asociados a la patogénesis involucrada en
autoinmunidad, ya que es un fenotipo estable dentro de la inflamacién (Ghoreschi y
col., 2010). Para determinar si el D5R afecta el patrdn franscripcional asociado a Ty17
No Patogénico (diferenciado en presencia de TGF-81) o Patogénico (diferenciado en
presencia de TGF-B3 y IL-23), LT CD4" naive (Tn) WT y D5SRKO fueron purificados y
diferenciados de manera especifica a estos fenotipos (ver materiales y métodos,
seccion 4.6). Luego, el RNA de cada fenotipo de Ty17 fue obtenido y diversos genes
involucrados en la biologia de estos LT CD4" fueron medidos por gPCR. En el caso de
Ty17 Patogénicos todos los genes se transcriben en mayor nivel en el genctipo WT
(figura 9A)}, lo que sugiere que el D5R favoreceria la diferenciacién o mantencion (rorc),
capacidad efectora (il17a, csf2, grzb, {22, ifng) y plasticidad (runx? y runx3) en esta
poblacién. Sin embargo, el porcentaje de células IL-17A* en cultivos in vifro sugiere
que el D5R no afecta la frecuencia de diferenciacién hacia Ty17 Patogénico (figura
10B). Junto a esto, los resultados obtenidos sugieren que el D5R tampoco afecta el
paso de Ty17 — Tyl en respuesta a [L-12 in vitro (figura 11). Por consiguiente, este
trabajo deja abierta fa incognita de por qué en el SNC de ratones RAG1KO transferidos
con LT CD4* D5RKO hay una mayor proporcién aparente de Ty17-IFN-y™.

Al analizar el patrén transcripcional asociado a Ty17 No Patogénico, se observa que el
D5R regula diferencialmente algunos genes claves en este fenotipo. Tanto rore como
il17a se transcriben en mayor nivel en los LT CD4* D5RKO (figura 9B), sin embargo,
esto no implica una mayor frecuencia de diferenciacion in vifro hacia Ty17 No

Patogénico por parte de los linfocitos de éste genotipo (figura 10B). En cuanto a la

implicancia biol6gica, se ha descrito que la poblacion de Ty17 No Patogénica
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contribuye a mantener la homeostasis en la mucosa intestinal en condiciones
fisiologicas (Atarashi y col., 2008). Por consiguiente, debido al hipotético potencial en la
funqién inmunosupresora de estas células, se evalud la expresién de dos proteinas
clasicamente asociadas a la regulacién inmune (LAG3 y CTLA4) sin encontrar
diferencias en el porcentaje de células que las expresan (figura 10B), ni tampoco en la
densidad de éstas en la superficie celular (dato no mostrado) entre WT y D5RKO.
Ademas, estos marcadores inmunosupresores resultaron ser inespecificos para Ty17
No Patogénicos, puesto que también fueron detectados en T,17 Patogénicos (figura
10A).

Para poder analizar la relevancia funcional del D5R en [a poblacion T;17, se requieren
de modelos in vivo particulares para cada firma de éstos. Debido a que el D5R
favorece el patron franscripcional en Ty17 Patogénico in vifro, un modelo para evaluar
la relevancia del D5R en la capacidad efectora de éstas células serfa Ja EAE pasiva,
puesto que los Ty17 generados con IL-23 han sido extensamenie asociados a este
modelo experimental (Korn y col, 2009; Korn y col., 2010; Peters y col., 2011;
Rothhammer y col., 2011). En base a los resultados de este trabajo, se podria suponer
que una EAE pasiva inducida por LT CD4" Ty417 Patogénicos WT seria mas severa que
una inducida por Ty17 Patogénicos DSRKO. Por contraparte, para evaluar la capacidad
efectora de Ty17 No Patogénicos in vivo, modelos de enfermedades intestinales serian
los més apropiados. Sumado a esto, seria aconsejable técnicas de secuenciacién
masiva para Ty17 WT y DSRKO obtenidos de los modelos in vivo mencionados
anteriormente, para determinar si las diferencias observadas in vitro (en este trabajo)

se mantienen en dichos contextos.
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6.3- Papel del D5R en LT CP4" en colitis

En las enfermedades inflamatorias intestinales la conceniracién de DA en la mucosa
intestinal disminuye dramaticamente, tanto en humanos como en ratén (Magro y col.,
2002). Para evaluar el papel del D5R en los LT CD4" en éste contexto, se transfirieron
LT CD4" naive (Tn) WT o D5RKO a ratones RAG1KO, de manera de inducir un modelo
de colitis crénica. Sorprendentemente, ratones transferidos con Tn D5RKO no pierden
masa corporal durante [as semanas de ensayo, como si lo hacen ratones transferidos
con Th WT (figura 12B).

Previamente se ha reportado que los LT CD4" por medio de la secrecién de citoquinas,
serian los responsable de mediar la infiltracién de células inmunes que propician el
dafio en la mucosa intestinal (Do y col., 2014). Considerando que Tn D5RKO fallan en
generar un correcto desarrollo de colitis crénica, se podria suponer que el D5R en los
LT CD4" podria estar afectando alguna funcién efectora como, la funcién mediadora en
la infiltracion. Para evaluar aquelio, se buscé determinar los fenotipos efectores de LT
CD4" infiltrantes en la lamina propia del colon (cLP) de ratones RAG1KO transferidos
con Th WT o D5RKO. Sin embargo, en aquellos intestinos de ratones con LT CD4*
DSRKO habian muy pocas células mononucleares (MNCs) viables (figura 12C), pese a
que los ratones estaban reconstituidos eficientemente (deducido por la presencia de LT
CD4" en bazo, dato no mostrado).

Para descartar un sesgo en la reconstitucién de ratones RAG1KO, se transfirieron Tn
WT y DSRKO a un mismo animal receptor, que luego de 10-12 semanas habia perdido
una cantidad de masa corporal similar a aquellos ratones transferidos sélo con Tn WT
(figura 12B). El anélisis posterior de los LT CD4" infiltrantes en la cLP de ratones con

LT CD4" WT y D5RKO, no mostraron mayores diferencias para Tyl (IFNy'IL-17A)
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Tu17 Patogénicos (IFNy'IL-17A") o Tu17 No Patogénicos (IFNyiL-17A*) entre los
genotipos (figura 13). Por consiguiente, estos resuliados sugieren que de manera
similar a lo observado en EAE, el D5R no afecta el fenotipo funcional de los LT CD4*
en el sitio de inflamacién evaluado.

Considerando que ratones transferidos con Tn DSRKO no pierden masa corporal y
presentan una infiltracién de MNCs fuertemente reducida en cLP, se estudié como el
D5R afecta la infiltracion de los LT CD4" en diferentes érganos y tejidos en ratones co-
transferidos con Tn WT y D5RKO. De lo anterior, se observé que hay una distribucién
diferencial en los ratones dependiente del drgano y genotipo, ya que en bazo (figura
14A) los LT CD4" DSRKO son mas frecuentes que los WT (60%-40%), lo cual se
revierte en la cLP (figura 14C). En los nodos linfaticos mesentéricos (MLN), en tanto, la
distribucién es homogénea enfre los genotipos (figura 14B). Lo anterior sugiere que
D3R esta implicado en la migracion en coliis, ya que regula negativamente Ia
presencia de LT CD4" en bazo y favorece la infiltracion a cLP.

Para evaluar posibles causas que expliquen el papel del D5R en la migracién de LT
CD4" hacia intestino, se analiz6 la expresion de CCR9 y a4f7 puesto que han sido
asignados como esenciales para el homing a este drgano (lwata y col., 2004; Thomas
& Baumgart, 2012; Kurmaeva y col., 2013; Kurmaeva y col., 2014). Sumado a estos,
también se determind la expresion de LFA-1, que ha sido genéricamente involucrado
en la migracion transendotelial (Vestweber, 2015), como también en la migracién hacia
MLN y colon (Koboziev y col., 2012). Como resultado, se observé que en el bazo, los
LT CD4" WT presentan una mayor densidad y frecuencia de expresion de a4B7 y LFA-
1 (figura 15). Paradgjicamente, al evaluar el clasico receptor asociado a migracién a

intestino CCR9 (Wermers y col., 2011; Wurbel y col., 2011), se observé que éste se
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expresa en mayor frecuencia y densidad en los LT CD4* D5RKO. De manera analoga,
también se observd una mayor frecuencia de CCR9 en los LT CD4* D5RKO obtenidos
de MLN de ratones con colitis (figura 16B).

Los datos anteriores sugieren que el DSR favorece la migracion a intestino por parte de
los LT CD4" beneficiando la expresion de a4B7 y LFA-1. No obstante, la regulacidn que
tendria D5SR sobre CCR9 no es concordante con los resultados, debido a que los LT
CD4* DSRKO presentan una expresion exacerbada de este receptor sin favorecer la
migracion a cLP. En base a esto, hay antecedenies en la literatura que sugieren que no
existe el marcador determinante para la migracién a intestino, puesto que se ha
reportado que LT CD4" deficientes en CCR9 pueden infiltrar la lamina propia siempre y
cuando expresen a4B7 (Stenstad y col., 2006), apoyando el fendmeno observado en
este trabajo.

Para evaluar si la diferencia en la expresion de CCR9, a4B7 y LFA-1 entre LT CD4* WT
y D5RKO ocurre independientemente del contexto patoldgico de la colitis, la expresion
de éstos y ofros marcadores fue determinada por citometria de flujo en ratones sanos,
no encontrando diferencias para ningun caso (figura 17). Por consiguiente, el control
diferencial de D5R. sobre la expresion de los marcadores de homing a intestino
ocurriria exclusivamente en inflamacion.

Para determinar si efectivamente el D5R favorece la migracién in vivo en contexto de
colitis, LT CD4" colitogénicos WT y D5RKO fueron generados ex vivo en presencia de
acido retinoico y luego fueron transferidos en una relacién 1:1 a ratones RAG1KO.
Luego de 16 horas, se determind bajo un modelo congénico la presencia de LT CD4*
en los mismos o6rganos y tejidos analizados previamente. Los resuliados obtenidos

sugieren que el DSR regula negativa y notablemente la migracién a bazo y MLN (figura
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18), ademés de favorecer la migracién a cLP. A pesar de que al tiempo evaluado no se
encontraron diferencias en la frecuencia de las poblaciones que expresan CCR9 y
a4B7 en bazo y MLN, curiosamente la poblaciéon minoritaria de LT CD4* D5RKO que
logra llegar a cLP presenta una mayor frecuencia de células CCR9" (figura 19).

Para reconfirmar que la diferencia en la migracion ocurre exclusivamente bajo un
contexto de colitis, LT CD4* WT y D5RKO se obtuvieron de bazo de ratones sanos y
se evalud la migracién inducida por CCL25 in vitro. En funcién de la concentraciéon del
ligando de CCRY, no se observaron diferencias en la migracion en camaras franswelf
dentro de un mismo genotipo (figura 20). Sin embargo, a la concentracién de 25 ng/mlL,
los LT CD4" D5RKO responden en mayor niimero a CCL25. Lo anterior, fue totalmente
inesperado, puesto que LT CD4* WT y D5RKO expresan de manera similar CCR9 en
bazos de ratones sanos (figura 17), lo que sugiere una mayor actividad del receptor de
CCL25 en ausencia de D5R.

Los datos recolectados en el modelo de colitis sugieren que cuando ocurre un
desbalance en la homeostasis intestinal y se induce el reclutamiento de LT CD4" en el
colon, el D5R serfa importante para el movimiento linfocitario desde Ia periferia hacia la
lamina propia. Lo anterior debido a que la expresion del D5R en los LT CD4" favorece
la expresién de a4B7 y LFA-1 en el bazo, permitiendo finalmente la extravasacién e
infiltracion en el tejido intestinal. El mecanismo molecular por el cual D5R controlaria a
éstos dos complejos proteicos es, sin duda, una importante proyeccion de éste trabajo.
Considerando esto: se ha reportado que el factor de transcripcién BATF regula de
manera importante la expresién de a4p7 en LT CD4" colitogénicos (C. Wang y col.,
2013). De manera interesante, se ha reportado que BATF seria estimulado por la

sefializacion de los DARs Tipo | (como D5R) en los Ty17 asociados al modelo de asma
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agudo (Gong y col., 2013). Por lo que, tomando en conjunto éstos antecedentes, en un
futuro se podria evaluar la relacién DSR — BATF —a4B7 en LT CD4" colitogénicos.

La relacion D5R-CCR9 es otra proyeccién importante de éste trabajo, pues supone que
éstos receptores deben interactuar para mediar una apropiada migracién de los LT
CD4" hacia intestino. Lo anterior, debido a que pese que LT CD4" D5RKO expresan
mas CCR9 en bazo, MLN y cLP, no logran llegar en mayor proporcién al sitio de
inflamacion. La unién fisicaffuncional entre dos receptores de 7 segmentos de
transmembrana acoplados a proteinas G, como especulativamente estaria estaria
ocurriendo con D5R y CCR9, no es novedad. Previamente se ha reportado el complejo
funcional D1R/DSR en rifion mediando importantes procesos para el transporte de
sodio (Gildea y col., 2014). Sin embargo, establecer este tipo de relacidon en el sistema
inmune y cumpliendo un importante papel en la migracién linfocitaria cambiaria la

perspectiva que se tiene acerca de la DA y la patogénesis de la colitis.




7. CONCLUSIONES

Los datos recolectados en este trabajo sugieren fuertemente que el receptor D5 de
dopamina expresado en los LT CD4" cumple un papel importante en los distintos
cuadros de autoinmunidad evaluados.

En condiciones inflamatorias asociadas a una alta concentracién de DA en el sistema
nervioso central, como es el caso de la EAE, el receptor D5 de dopamina expresado en
LT CD4" regularia el balance entre Ty17-IFN-y* y Ty17-IFN-y. Sumado a esto, la
sefializacion del D5R favoreceria en los linfocitos Ty17 un patrén transcripcional
asociado a caracteristicas patogénicas.

En colitis, que es un cuadro inflamatoric asociado a una decrecimiento en la
concentracion de DA en instestino, los resultados de este trabajo sugieren que el D5R
favorece la expresion de las integrinas a4B7 y LFA-1 en LT CD4*. Con esto, el D5R
expresado en LT CD4" colitogénicos favorece la infiltracién hacia a la lamina propia del

colon y con ello fa patogénesis de la enfermedad.
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