QLQH r

}

QOC  Bytey

qu'

UNIVERSIDAD DE CHILE

FAcULTAD DE CIENCIAS
EscUELA DE POSTGRADO

EsTUDIO DE LOS MECANISMOS QUE REGULAN LA ACTIVACION E INDUCCION

DEL HOMING EN LOS LINFOCITOS T POR CELULAS DENDRITICAS

TESIS ENTREGADA A LA UNIVERSIDAD DE CHILE
EN CUMPLIMIENTO PARCIAL DE LOS REQUISITOS
PARA OPTAR EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS

CON MENCION EN BIOLOGiA MOLECULAR, CELULAR Y NEUROCIENCIAS
FACULTAD DE CIENCIAS

POR |

RAUL ANDRES ELGUETA REBOLLEDO

S

DIReCTOR DE TEsIs: DR. MARIO ROSEMBLATT

Co-DIrRecToR DE TEsIs: DRA. MARIA ROSA BONO

Santiago — Chile
2007




FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE
INFORME DE APROBACION

TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis de
Doctorado presentada por la candidata.

RAUL ANDRES ELGUETA REBOLLEDO

Ha sido aprobada por la comision de Evaluacion de la tesis como requisito para optar al
grado de Doctor en Ciencias con menciéon en Biologia Molecular, Celular y
Neurociencias, en el examen de Defensa de Tesis rendido el dia 13 de Septiembre de

2007.
Director de Tesis:
Dr. Mario Rosemblatt

Co-Director de Tesis
Dra. Maria Rosa Bono

Comision de Evaluacion de la Tesis
Dr. Marco Tulio Nuiiez

Dr. Alexis Kalergis

Dr. Flavio Salazar

Dr. Ulises Vergara




A mis dos grandes amores, Rosa Rebolledo y Evelyn Pardo




AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, deseo agradecer a los Drs. Mario Rosemblatt y Maria Rosa
Bono por haberme recibido en su laboratorio, por formarme como cientifico y
permitirme desarrollar este hermoso proyecto. Mario y Maria Rosa siempre me
apoyaron, me alentaron para seguir adelante, siempre me dieron buenos consejos y
estaré agradecido por siempre de habetlos conocido.

También deseo agradecer a los Drs. Alberto Fierro y Jorge Morales que siempre
han estado constantemente sugicriendo ideas durante el desarrollo de esta Tesis.

Quiero agradecer especialmente al Dr. Randoph Noelle quien me permitio
realizar una estadia en su laboratorio en Dartmouth Medical School. Gracias por el
inmeso apoyo y gestiones.

Quicro agradecer a los Drs. Juan Carlos Saez y Alexis Kalergis por compartir su
experiencia sobre las uniones en hendiduras en el sistema inmune.

Agradezco a los integrantes de la comision por la buena disposicion y voluntad
que siempre han manifestado, por sus aportes al progreso de mi tesis, el gran interés que
han mostrado por mi trabajo, como también por haber revisado con diligencia y
dedicacion esta tesis.

A mis compaiieros de Laboratorio, a esa “Familia Inmuno” en donde uno crece
con los compafieros que nos dejaron y a los nuevos que se integran. Daniela Sauma
compafiera y buena amiga. A Valeska Simon por su alegria y sabiduria. A Fernando
Septilveda quien estuvo en el comienzo de este proyecto. No puedo dejar de mencionar a

Felipe Vilches quien siempre pudo llevar las tareas encomendadas. A Pablo “Fashion”




Vargas siempre tratando de aporlar con sus conocimientos. Ademds, quiero agradecer a
Paula Michea, Alejandra Gleisner, Gonzalo Ureta, Fabiola Osorio, Jocelyn Neira y
Jennifer Alfaro, la generacién de los ochenta del “lab inmuno™ y a la “nueva ola” Paz
Reyez, Paola Solanes, Carolina Alarcén, Jaimillo De Calisto y Pablillo Espejo. Al
personal Técnico del laboratorio Evita “los problemas” y Pamela Palma, sin ellas el
laboratorio entra en caos. Quiero dar gracias especialmente a un amigo que encontré
aqui a Leonardo Vargas, siempre estuvo al lado mio durante este proceso y estara por
siempre en mi corazon.

No puedo dejar de agradecer al Dr. Manuel Santos quien siempre me incentivo a
seguir en el camino de la Ciencia y entrar a este programa de Doctorado.

También quiero darle las gracias a todos mis amigos, Daniel Mufioz, Felipe
Riveros, Gloria Gonzédlez, Raquel Ibéafiez, Karina Alvifia, quien me cobijé en NY,
Andrés Norambuena y la “Anto”, la Sole, Cristébal Ruiz y la “Cony™.

Me siento afortunado por la familia que tengo, mi “vicjita linda” Rosa Rebolledo
me faltarian palabras para poder agradecerle todo ese apoyo incondicional, a mis
hermanos Francisco y Rafael, siempre preocupados por mi. A mi tio “Mono” y a la tia
“Mona” siempre orgullosos de mi y preocupados de mi acontecer.

Este tltimo parrafo lo dejo especialmente a mi Bello Rocio del Amanecer,
Evelyn Pardo, quien ha estado conmigo desde el inicio de este proceso, con su
compafiia, amor y entrega me dio la energia necesaria en los momentos mas dificiles y el

regocijo en los momentos de dicha, gracias por ese apoyo incondicional,




Agradezco el Fundamental Apoyo Financiero de:

Beca de Financiamiento de Tesis de Doctorado de la Vicerrectoria Académica,
Universidad de Chile.

Proyectos FONDECYT Regulares 1060834 y 1060253
Becas de CONICYT Término de Tesis
Beca MECESUP para estudio de Doctorado
Beca MECESUP para pasantias al extranjero
MILLENIUM INSTITUTE FUNDAMENTAL AND APPLIED BIoLOGY (MIFAB)
Todas estas Instituciones, a través de su apoyo financiero, hicieron| posible el desarrollo

de esta tesis y me permitieron al mismo tiempo dar lo mejor de mi en el programa de
doctorado.




inpicE DE FIGURAS
Figura 1. Modelo de homing tejido especifico a mucosa intestinal y a piel......... 8

Figura 2. Enzimas involucradas en la sintesis del acido retinoico.................... 9

Figura 3. IL-4 aumenta la expresion de CCRY en los LT CD4" activados con

Figura 5. IL-4 aumenta la expresién de CCR9 y reduce la expresién de CD62L
en los LT CD4* activados con CD-LNP......coiii e 37
Figura 6. IL-4 no actua directamente sobre [os LT CD4" para inducir el aumento
en la expresion de CORI........oooiiiiiiiiiiii e 40
Figura 7. La contribucion de IL-4 al aumento de CCR9 en LT CD4" es mediada
POT 18 CD-LNM....oiiiuiiriiiia ittt 41
Figura 8. IL-4 no afecta la expresion de a4p7 en LT CD4" activados por las CD-
R T A U OO PP S P R P IT 42
Figura 9. IL-4 no afecta el grado de activacion en LT CD4" activados por las
Lo I )Y /T2 S R T RRPERTRE: 43
Figura 10. Los LT CD4" activados con CD-LNM de ratones ll4ra-/- migran
escasamente a lamucosa intestinal............cooo 45
Figura 11. IL-4 regula la expresion de CCR9 en los LT CD4" invivo............. 47
Figura 12. LT CD4" activados con CD-LNM wt migran eficazmente hacia la

mucosa intestinal de ratones J4ra-/-.......cccoo i 48

.‘\;‘Bﬂ nE @/
r.? ———
x BIBLIOTECA
“_' CENTRAL
. ——————

6 L]
08 oaS

a>

. 8vI0




Figura 13. CD-LNM [i4ra-/- inducen pobremente CCR9 en LT CcD4" DO11.10"
en LNM de ratones BALB/C.....ccvvven it v i vt e e 51
Figura 14. Expresion de CCR9 en LT CD4" DO11.10" en LNM de ratones l/4ra-
/- inmunizados con la proteina OVAmMAas CFA...........oi 52
Figura 15. IL-4 aumenta la expresion del mRNA de RALDH2 en CD-LNM de
ratones ANDXBIO.BR. .....oiviit ittt e 55
Figura 16. IL-4 no aumenta la expresion del mMRNA de RALDHZ en CD-LNM de
ratones H14ra-/~ 0 COMIOIBS. ... . v ie et i et e 56

Figura 17. Citral reduce la expresion de CCR9 en LT activados en presencia de

Figura 18. CDs forman UH con LT CD4" durante la presentacion de
ANHIENOS. ...t ee e et ce e e e 61
Figura 19. Las CDs y LT CD4" expresan conexina 43, subunidad de la UH.....62

Figura 20. El blogueo de las UH inhibe la expresion de CD69 en los LT

Figura 21. El blogueo de las UH mantiene la expresion de CDB2L en los LT ...66
Figura 22. La inhibicion de las UH reduce la secrecion de IL-2 en LT CD4".....87
Figura 23. La inhibicién de las UH afecta la proliferacion de los LT CD4"........ 68
Figura 24. Los inhibidores de las UH no afectan directamente la activacion de
o Iy o 0 SO U URPPPPIR 70
Figura 25. Los inhibidores de las UH no afectan el fenotipo de las CDs durante

los co-cultivos




2-ME
AR

Ba

BGA
CFA
CDs
CD-LNM
CD-LNP
CD-PP
CFSE
CLA
CTACK
DMEM
DMPC
EDTA
ELISA
FBS
FITC
HBSS

HEV

ABREVIATURAS

2-Mercaptoetanol

Acido Retinoico

Bazo

[-Glicirretinoic Acid

Adyuvante Completo de Freund

Célula Dendritica

Células Dendriticas de linfonodo mesentérico
Células Dendriticas de linfonodo periférico
Células Dendriticas de Placas de Peyer
Succimidil éster-diacetato de carboxifluoreceina
Cutaneous Lymphocyte-associated Antigen
Cutaneous T cell-Attracting Chemokine (CCL27)
Dulbecco’s modified Eagle’s media
Dimetilpirocarbonato

Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Suero fetal bovino

Isotiocianato de Fluoresceina

Hanks™ Balanced Salt Solution

High Endothelial Venules

vii




IL-4
ll4ra -/-
IEL

IH
IMDM
IMF
LNM
LNP
LP

LT
MHC-II
MACS
MadCAM-1
MDC
MIP3c.
NK
OLS
OVA
PBS
PCC
PCR

PE

Interleuquina 4

Ratones deficiente en la cadena o del receptor de 1L-4
Linfocitos intraepiteliales

Indice de homing

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
Intensidad Media de Fluorescencia
Linfonodo mesenterico

Linfonodo periféricos

Lamina Propia del Intestino delgado

Linfocito T

Complejo principal de histocompatibilidad de clase Il
Magnetic Activated Cell Sorting

Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1
Macrophage-Derived Chemokine (CCL22)
Macrophage Inflamatory Protein-3a (CCL20)
Natural Killer

Organo Linfoide Secundario

Ovalbimina

Tampoén Fosfato Salino

Citocromo ¢ de Palomo

Reaccion en cadena de [a polimerasa

Ficoeritrina

viii




PNAd
PP
RALDH2
RNA
RT
TARC
TCR
TECK
Th1/Th2
TRITC

UH

Peripheral Lymph-Node Addressins

Placas de Peyer

Retinaldeido Deshidrogenasa

Acido ribonucleico

Transcriptasa reversa

Thymus and Activation-Regulated Chemokine (CCL17)
Receptor de Linfocito T

Thymus Expressed Chemokine (CCL25)

T helper 1/ T helper 2

[sotiocianato de tetrametilrodamina

Uniones en Hendidura

ix




RESUMEN

La literatura muestra la importancia de las células dendriticas (CDs) en la
activacion, la polarizacion y en la induccién del homing de los linfocitos T (LT).
El homing es determinado por la expresion diferencial de moléculas de
adhesion en los diferentes subgrupos de LT. Uno de los modelos mejor
estudiado de homing es la migracién de los LT hacia la lamina propia y
compartimiento intraepitelial del intestino delgado. Para que esta migracion
ocurra los LT deben expresar el receptor de quimioquina 9 (CCR8) y la integrina
a4p7 (que se unen a CCL25 y MAdCAM-1, respectivamente). Ademas
resultados de otros investigadores han demostrado que el &cido retinoico (AR)
producido por la CDs de la mucosa intestinal es capaz de inducir CCR9 y a47
en los LT, confiriéndoles a estas células la capacidad de migrar al epitelio
intestinal.

Hasta el momento no se ha evaluado ofras sefiales solubles o de
contacto, producidas por las CDs que estarian regulando el homing de los LT
hacia la mucosa intestinal. El objetivo de esta tesis es determinar el mecanismo
por el cual las células dendriticas regulan la activacion y el homing hacia la
mucosa gastrointestinal en los linfocitos T.

En esta tesis demostramos que LT activados con CDs de LNM en
presencia de IL-4 muestran una mayor expresién de CCR9, comparados a LT

activados en ausencia de esta citoquina. I1L-4 actlia a través de las CDs, ya que




IL-4 no induce la expresion de CCR9 en los LT durante la activacion de estas
células con anticuerpos anti-CD3 mas anti-CD28 en ausencia de CDs. Ademas
LT activados con CDs deficientes de la cadena o del receptor de [L-4 (ll4ra-/-)
en presencia o ausencia de IL-4 no induce la expresion de CCR9. Por ofra
parte, investigamos la relacién entre IL-4 y [a enzima involucrada en la sintesis
del AR (RALDH2) en el fendmeno de homing. Nuestros resultados muestran
que IL-4 incrementa la expresion del mMRNA de RALDH2 en CDs de LNM en
ratones C57BL6. Sin embargo, IL-4 no afecta los niveles de mRNA de RALDHZ2
en CD-LNM de ratones BALB/c sugiriendo que los mecanismos de |L-4 para
inducir CCR9 en los LT en ambas cepa de raton son distintos.

Debido a} estrecho contacto celular producido durante la presentacién de
antigenos entre las CDs y los LT, en este trabajo evaluamos la formacion de las
uniones en hendidura (UH) entre estas poblaciones celulares, y el rol funcional
de estas estructuras juegan en la activacion del LT. El estado funcional de las
UH se evalué en co-cultivos de CDs y LT en presencia del antigeno especifico,
mediante la microinyeccién de amarillo Lucifer en CDs y transferencia a LT.
Encontramos que las CDs se encontraban acopladas a los LT, fendmeno que
se bloqued con inhibidores de las UH. Dicha interaccién tiene un correlato
funcional ya que su blogueo inhibio la activacion y proliferacion de los LT.
Nuestros resultados ademas muestran que los inhibidores de las UH no afectan

la maduracion de las CDs en los co-cultivos, ni tampoco afecta la activacion de
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los LT cuando se activan en ausencia de CDs, sugiriendo que las UH formadas
entre las CDs y los LT son esenciales para [a activacion linfocitaria.

En conclusién, hemos demostrado que [L-4 induce a través de las CDs [a
expresion de CCRO en los LT CD4" y que la formacion de las UH funcionales
entre CDs y LT, durante la presentacidn antigénica es importante en la

activacién de los LT.
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ABSTRACT

Data from the literature clearly demonstrate that dendritic cells (DCs) play
an important role on the activation, polarization and the induction of homing of T
cells. T cell homing is determined by the differential surface expression of
adhesion molecule in different sub-groups of T cells. One of the better-studied
homing models is the one related to T cell migration to the lamina propria and
intraepithelial compartment of the small intestine. Migraton to these
compartments requires that T cells express on their membranes both,
Chemokine Receptor 9 (CCR9) and the integrin o4p7 that bind to CCL25 and
MAJCAM-1, respectively. Furthermore, data from the literature shows that
retinoic acid (RA) produced by DCs from small intestine is able to induce CCRS
and 04B7 on CD4 T cells, conferring to these cells the capacity to migrate to
small intestine. Other soluble or contact signals produced by DCs that could
regulate T cell homing to the small intestine have not been evaluated yet.

The main objective of this thesis is to identify the mechanisms by which
DCs from mesenteric lymph nodes (MLN) induce T cell homing towards the
small intestine.

We demonstrate that T cells activated with DCs from MLN in the
presence of IL-4 show a greater surface expression of CCR9 compared to T
cells activated in absence of this cytokine. IL-4 acts through DCs, since the

increase in CCR9 expression is not seen when T cell are polyclonally activated
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with anti-CD3 plus anti-CD28 antibodies in absence of DCs. As a consequence
of this, T cells activated with DCs from knockout mice for the alpha chain of the
IL-4 receptor (/[4ra-/-) do not induce the CCR® expression. On the other hand,
we also investigated the relation between IL-4 and the enzyme RALDHZ -one of
the enzymes involved in RA synthesis- in the homing phenomenon. Our results
show that IL-4 increases RALDH2 gene expression on DCs from MLN from
C57BL6 mice. Nevertheless, IL-4 does not affect the levels of RALDH2 gene on
DC-MLN from BALB/c mice, suggesting that the mechanisms involving the
induction of CCRS by IL-4 on T cells in both mouse strains are different.

Due to the close cellular contact produced between DCs and T cells
during the antigen presentation, in this work we evaluated gap junction (GJ)
formation between these two celi populations, as well as the functional role
these structures may play on T cell activation. The functional state of GJ was
evaluated in co-cultures of DCs and T cells in the presence of the specific
antigen, by means of the Lucifer yellow microinjection in DCs and transference
to T cell. We found that DCs and T cells are coupled, phenomeneon that was
blocked by GJ inhibitors. This interaction has a functional correlate since GJ
inhibitors also blocked T cell activation and proliferation. Qur results show that
the GJ inhibitors do not affect DC maturation, nor they affects T cell activation
when these cells are they polyclonally activated in the absence of DCs,
suggesting that GJ formed between DCs and T cells are essential for the

lymphocyte activation.
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In conclusion, we have demonstrated that |L-4 induces CCR9 expression
on CD4* T cells through MLN DCs, the and that the GJ formation between DCs

and T cells, during the antigenic presentation is important in T cell activation.
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INTRODUCCION

Una de las caracteristicas esenciales de la respuesta inmune es la
compartamentalizacion del encuentro del linfocito T (LT) con su antigeno
especifico (Von Andrian y Mackay, 2000). Este encuentro se desarrolla en los
organos linfoides secundarios (OLS) donde las células dendriticas (CDs),
células presentadoras profesionales de antigenos, presentan los antigencs a
los LT virgenes (Banchereau y col., 2000). Las CDs capturan y procesan los
antigenos en los sitios de entrada de los patdgenos para luego migrar hacia los
OLS y presentarlos en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad de
clase Il (MHC-II) a los LT CD4" (Banchereau y col., 2000) y a los linfocitos T
CD8" (LT citotdxico) en el contexto de MHC-I (Larsson y col., 2001).
Dependiendo de su estado de maduracién, promueven o suprimen la respuesta
inmune de los LT (Viad y col., 2005). Al respecto, si la CD capta antigenos en
un contexto inflamatorio, como por ejemplo una infeccién microbiana, esta
célula entra en la fase terminal de maduracién activando a los LT virgenes para
convertirlos posteriormente en LT efectores, iniciando de este modo la
respuesta inmune (Levings y col., 2005), asi los LT CD4" efectores secretaran
citoquinas efectoras tales como interferén-y (IFN-y) e interleuquina-4 (IL-4)
dependiendo del compromiso de diferenciacién que adquirieron, es decir, si
tienen fenotipo T helper 1 o 2, respectivamente, mientras que los linfocitos T

CD8" se encargaran, entre otras cosas, de eliminar células infectadas por




patégenos intracelulares (Kaech y col., 2002). Por otro lado, en un estado no
inflamatorio, las CDs inmaduras o semimaduras tienen un papel distinto en la
regulacion del sistema inmune ya que promueven tolerancia. Debido a la
importancia que tienen las CDs en la regulacién de diversos procesos en los LT,
en esta tesis evaluamos el efecto de sefales solubles o de contacto producidas

durante esta interaccion en los eventos inducidos en el LT.

FACTORES SOLUBLES QUE REGULAN EL HOMING

Quimioqguinas y homing tejido especifico.

Una vez que el LT es activado, éstos salen de los OLS y migran
preferentemente hacia los tejidos periféricos (tejidos terciarios no linfoides) lugar
de entrada del patdégeno, mejorando asi la probabilidad de encontrarse con el
antigeno (Von Andrian y Mackay, 2000). Para esto, el L.T debe interactuar con
las células del endotelio de las vénulas postcapilares del tejido al cual estan
destinados, este proceso se denomina adhesion leucocitaria (Campbell y col.,
2003).

El modelo de adhesion leucocitaria consta de cuatro etapas: a)
reconocimiento y rotacion sobre el endotelio, b) activacion, ¢) adhesion firme y
d) transmigracion. El desarrollo de este proceso permite seleccionar los
linfocitos que ingresan en los distintos tejidos. Los receptores de quimioquinas
presentes en los LT cumplen un papel esencial al interactuar con las

quimioguinas presentes en la superficie apical del endotelio, ya que esta




interaccion induce una mayor avidez y aumento de la afinidad de las integrinas
presentes en el LT, permitiendo asi la seleccion del LT que ingresa al tejido
(Campbell y col., 2003).

Las quimioguinas son proteinas de bajo peso molecular (8 a 14 kDa) con
propiedades quimioatractantes que se localizan en la superficie del endotelio
vascular unidas a proteinas de matriz extracelular, que regulan el trafico
leucocitario a través de la interaccion con receptores del tipo siete segmentos
de transmembrana acoplados a proteina G (Sallusto y col., 2000, Zlotnik y
Yoshie, 2000). Hoy en dia es claro que las quimioquinas y sus receptores
juegan un papel fundamental en el desarrollo, homeostasis y funcion del
sistema inmune (Campbell y col., 2003).

Hasta el momento se han descrito mas 40 quimioquinas distintas que se
clasifican en cuatro familias, en base a su estruciura de acuerdo a la
configuracién de determinados residuos de cisteina ubicados en el extremo N-
terminal: CC-, CXC, C-y CXsC- (Sallusto y col., 2000, Zlotnik y Yoshie, 2000).
Varias evidencias indican que las quimioquinas y sus receptores dirigen la
migracién de los LT hacia determinados tejidos, este proceso es denominado
homing tejido especifico (Luster, 2001, Moser, 2001, Campbell y col., 2003). Es
asi como durante la activacion de los LT en los OLS, los LT efectores,
adquieren un patrén especifico de moléculas de adhesion y receptores de
guimioquinas, denominados receptores de homing tejido especifico, que les

permite ingresar a determinados tejidos periféricos (Campbell y col., 2003).




Existen tres modelos bien caracterizados de homing tejido especifico. El
primero es el modelo de homing a OLS, en donde se ha demostrado que la
migracion a linfonodos y placas de Peyer de LT virgenes depende de la
expresion de CD62L (L-selectina) y del receptor de quimioquina CCRY7, los que
reconocen a sus ligandos PNAd (Peripheral Lymph-nodes Addressins) y las
quimioquinas CCL19 y CCL21, respectivamente. Estas Ultimas son expresadas
constitutivamente por células del endotelio vascular de tipo columnar (HEV)
(Campbell y Butcher, 2000, Von Andrian y Mackay, 2000). Sin embargo, la
migracién de LT a placas de Peyer requiere ademas de la expresién de la
integrina «4f7 en el LT, cuyo ligando es MadCAM1 (Von Andrian y Mackay,
2000). Debido a que el bazo carece de HEV, ninguna de estas moléculas
estaria involucrada necesariamente en la migracién de los LT a este organo, sin
embargo, se ha demostrado que CCR7 y CXCRS5 (receptor para la quimioguina
CXCL13) serian necesarios para la navegacién a este organo en los LT y
linfocitos B, respectivamente (Von Andrian y Mackay, 2000).

Recientemente, se ha descrito que los LT de memoria central (linfocitos
T de memoria que expresan receptores que les permitirian migrar a OLS)
(Sallusto y col., 1999, Bjorkdahl y col., 2003) a diferencia de LT virgenes,
poseen un mecanismo de homing a linfonodos periféricos independiente de
CCR7, mediado por la quimioquina CXCL12'y eventualmente por su receptor

CXCR4 (Scimone y col., 2004).




El segundo modelo de homing tejido especifico es a la piel, en donde un
grupo especifico de LT activados en los linfonodos asociados a piel (LNP) en
condiciones inflamatorias, expresan una molécula denominada CLA (Cutaneous
Lymphocyte-Associated Antigen o ligando de E-selectina) y ligando de P-
selectina, lo que les permite interactuar con receptor, E-selectina y P-selectina,
presente en el endotelio vascular que irriga a la piel (Picker y col., 1990a, Picker
y col., 1990b). Ademas se han descrito dos receptores de quimioquinas que
contribuyen al homing de los LT a piel. Estos son CCR10 y CCR4, los cuales se
unen a CCL17/TARC y CCL27/CTACK respectivamente, presentes en las
vénulas postcapilares cutaneas (Fig. 1) (Campbell y col., 1999, Homey y col,,
2000, Homey y col., 2002, Dudda y col., 2004). Para la migracién homeostatica
de LT de memoria efeciores caracterizados por el fenotipo CD45RA™ CD62L
CCR7 (Sallusto y col., 1999) a estos tejidos, seria importante la interaccion
entre la quimioquina CCL1 (expresada en endotelio cutaneo y piel) y el receptor
CCRS8 expresado por LT (Schaerli y col., 2004).

El tercer modelo de homing tejido especifico es hacia mucosa
intraepitelial y lamina propia (LP) de! intestino delgado (Fig. 1). En este modelo
se ha demostrado que los LT activados en las Placas de Peyer (PP) y en el
linfonodo mesentérico (LNM), expresan CCR9 (Zabel y col., 1999, Kunkel y col.,
2000) y la integrina a4p7 (Holzmann y col., 1988, Berlin y col., 1983), las cuales

pueden interactuar con CCL25/TECK (Zaballos y col., 1999) y MAdCAM1




(Streeter y col., 1988) respectivamente, presentes en la superficie del endotelio
de las vénulas postcapilar del intestino (Fig. 1).

En general, se ha descrito que la adquisicion del potencial de hioming de
los I.T efectores ocurre después de la activacion en el OLS, y que dependeria
del microambiente donde ocurre la presentacidon del antigeno (Kantele y col.,
1997, Campbell y Butcher, 2002) y del sitio de entrada del antigeno (Campbell y
Butcher, 2002). En este proceso, las CDs jugarian un papel fundamental,
debido a que son estas células las que llevan los antigenos desde los tejidos
periféricos a los OLS y los presentan a los LT (Campbell y Butcher, 2002).
Resultados de nuestro laboratorio y de otros investigadores han demostrado
que las células dendriticas de Placas de Peyer (CD-PP) y de linfonodo
mesentérico (CD-LNM) inducen en LT CD8" y LT CD4" una alta expresion de la
integrina c4p7 y del receptor CCR9 e imprimen en estos un potencial de
migracién hacia la mucosa intestinal (Johansson-Lindbom y col., 2003, Mora y
col., 2003, Dudda y col,, 2004, Annacker y col., 2005, Dudda y col., 2005,
Johansson-Lindbom y col., 2005, Stenstad y col., 2006). Por otro lado, se ha
demostrado que células de Langerhans, un tipo de CD que reside en la
epidermis y CDs de linfonodo periférico (CD-LNP), inducen en los LT la
expresion de los receptores de homing a piel y la migracién de éstas células a
dicho tejido. (Dudda y col., 2004, Dudda y col., 2005, Mora y col., 2005). Estos
resultados, confirman el rol esencial de las CDs en el establecimiento del

homing en los LT (Fig. 1).




Si bien esta claramente establecido el rol que tiene las CDs en la
induccion de homing en los LT, se sabe poco sobre las sefiales producidas por
las CDs que inducen la expresion de los receptores de homing en los linfocitos.
Recientemente se ha demostrado que el acido retinoico (AR) un derivado de la
vitamina A induce la expresion de la integrina a4p7 y el receptor CCR9, ambos
receptores especificos de homing hacia la mucosa intestinal (Fig. 1 y Fig. 2)
(lwata y col., 2004). Ademas las CD-PP y CD-LNM expresan los mRNA de las
enzimas gue sintetizan el AR y son capaces de producir dicho compuesto
cuando estan en presencia de vitamina A (lwata y col,, 2004). Por otro lado,
resultados recientes han demostrado que CD-LNP expresan las enzimas que
sintetizan el compuesto activo de la vitamina D, el cual induce la expresién del
receptor de homing a piel CCR10 en LT tratados con interleuquina 12 (IL-12)
(Fig. 1) (Sigmundsdottir y col., 2007). Probablemente, ademas de estos
derivados de vitaminas, existan otras moléculas que participen en la regulacion

de la expresion de los receptores de homing en los LT.
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Figura 1. Modelo de homing tejido especifico a mucosa intestinal y a piel.
LT activados adquieren la expresion de a4p7 y CCR9 para migrar a la mucosa
intestinal, cuando son activados con CDs de linfonodo mesentérico o de placas
de Peyer. La capacidad de la CDs para inducir el homing a mucosa intestinal es
mediada por &cido retinoico. Por otra parte, Las CDs de linfonodo periférico, a
través de la sintesis del producto activo de la vitamina D, son capaces de
inducir la expresion de los receptores de homing a piel en los LT.
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Figura 2. Enzimas involucradas en la sintesis del acido retinoico.




El papel de interleuquina 4 en la respuesta inmune.

IL-4 es una citoquina producida por LT helper 2 de memoria, basofilos,
mastocitos, y células NK en respuesta a estimulos de activacion (Seder, 1996,
Nelms y col., 1989), células que podrian interactuar con las CDs en los tejidos
periféricos. Por otro lado, el receptor de IL-4 (IL-4R) puede encontrarse en
varias formas, todas compuestas por la subunidad a de 140 KDa del IL-4R (IL-
4Ra) que une IL-4 con alta afinidad (Kd 20 a 300 pM). El receptor de tipo | de
IL-4 se compone de IL-4Ra asociado a la cadena yc, la cual es compartida
ademas por los receptores de otras citoquinas (Sugamura y col., 1996).
Mientras que el receptor de tipo |1, esta compuesio por IL-4Ra y la cadena o del
recepior de 1L-13. Asi, varias funciones de IL-4 pueden ser sustituidas por la
accion de 1L-13 en ratones KO para iL-4 (Lutz y col., 2002).

Mora y colaboradores han demostrado que IL-4 es capaz de inducir la
expresion de CCR9 en LT CD8* (Mora y col., 2005). Ademas, resultados
recientes muestran que las CD-PP, pero no las de bazo, inducen la sintesis de
IL-4 por los LT (Everson y col., 1998, iwasaki y Kelsall, 1999) y que LT de
memoria especificos para un antigeno administrado oralmente transfieren
instrucciones a las CDs a través de sefiales que incluyen IL-4 (Alpan y col.,
2004). Adicionalmente, la 1L-4 puede también causar la disminucion y en
algunos casos la pérdida total de los receptores de homing a piel en los LT
(Seneviratne y col., 2005). En conjunto estos resultados sugieren que la IL-4

podria afectar el homing de los LT CD4" hacia [a mucosa intestinal.
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INTERACCIONES CELULA-CELULA

Uniones en hendidura en el sistema inmune.

Durante la presentacion antigénica, el LT y la CD forman un estrecho
contacto celular denominado sinapsis inmunolagica, en esta estructura se forma
el complejo supramolecular, el cual en su porcién central se enriquece con
moléculas de MHC-II, TCR y proteina quinasa C, mientras que en la region
periférica se concentran integrinas y moléculas de adhesion (Monks y col.,
1997, Monks y col., 1998, Lanzavecchia y Sallusto, 2000). Se ha propuesto que
durante la sinapsis inmunoldgica existe la formacion de uniones en hendidura
(UH) (Saez y col., 2000).

Las UH son un tipo de comunicacion entre células vecinas que permiten
el paso de iones y otras moléculas con un peso molecular de hasta 1 KDa.
Estan compuestas por conexinas, las cuales son proteinas de cuatro
segmentos de transmembrana que oligomeriza dentro de un hemicanal
hexamérico denominado conexon. El conexon se expresa en la superficie
celular y tiene la capacidad de unirse a otro conexon presente en la célula
vecina, formando la UH (Saez y col., 2003, Oviedo-Orta y Howard Evans,
2004).

Existen evidencias sobre [a expresion de conexinas y su posible papel en
el sistema inmune (Oviedo-Orta y Howard Evans, 2004). Se ha observado que

las UH también pueden regular ia secrecion de citoquinas y la secrecién de
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inmunoglobulinas en linfocitos (Oviedo-Orta y col., 2000, Oviedo-Orta y col.,
2001). Ademas, se ha observado la formacién de UH entre CDs activadas con
LPS, INF-y y TNF-a, son importantes en la maduracion de dichas células
(Matsue y col., 2006, Corvalan y col., 2007). Sobre la base de estas evidencias,
se ha propuesto que las UH tendrfan una participacion importante en la
activacion de los LT (Saez y col., 2000, Oviedo-Orta y Evans, 2002, Corvalan y

col., 2007).

En resumen, la evidencia apunta a que las CDs determinan el homing
tejido especifico (Johansson-Lindbom et al. 2003; Mora et al. 2003; Dudda et al.
2004), por lo tanto es importante analizar los mecanismos por los cuales las
CDs de LNM inducen en forma diferencial y especifica la migracion de los LT a
mucosa intestinal. En esta tesis se analiz6 el papel que cumple iL-4 en la
induccién de los receptores de homing hacia la mucosa intestinal en los LT
CD4* y el papel que cumplen las UH entre CDs y LT en la activacion del
linfocito. Demostramos que IL-4 induce en LT CD4" una mayor expresion de la
molécula de homing a intestino CCR9 y que este efecto se produce a través de
las CD-LNM y no directamente sobre el LT. Adicionalmente, establecimos una
relacion entre el efecto de la IL-4 y el efecto del cido retinoico (AR) reportado
por lwata y col. (lwata y col., 2004) ya que encontramos que la IL-4 induce en
CD-LNM, pero no en CDs del linfonodo periférico (CD-LNP) un aumento en la

expresion del mRNA para RALDH2, una enzima involucrada en la sintesis del
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AR en CD-LNM. Asi nuestros resultados correlacionan a IL-4, una citoquina
presente en el microambiente del intestino y la produccién de AR por CD-LNM
con la adquisicién del potencial del homing hacia el intestino de los LT CD4",
Por Gltimo, observamos la formacion de UH entre CDs y LT, y que la
inhibicion de las UH en los co-cultivos reduce la activacion y proliferacion de los
LT. Ademas, los inhibidores de UH no afectan la maduracion de las CDs en
estos co-cultivos, ni tampoco afecta la activacion de los LT cuando se activan
con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en ausencia de CDs, sugiriendo
fuertemente que las UH formadas entre CDs y LT, durante la presentacion

antigénica, son importantes para la activacion del linfocito T.
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HiPOTESIS

Se ha establecido que [a activacion de los linfocitos T por parte de las
células dendriticas de linfonodo mesentérico es esencial para la induccién del
homing de los linfocitos a mucosa intestinal y que la activacion requiere del
contacto célula-célula ademas de la accidén de factores solubles. En base a
estos antecedentes, en este proyecto se propone la hipétesis siguiente:

“La induccion del homing en los linfocitos T a la mucosa intestinal por
parte de [a célula dendritica, es favorecido por la accion de la Interleuquina 4,
mientras que la activacion depende de la formacién de las uniones en

hendiduras.”

OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo por el cual las células dendriticas regulan en

los linfocitos T la activacién y el homing hacia la mucosa intestinal.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el rol de Interleuquina 4 en la induccién de los receptores de

homing a mucosa intestinal en los LT CD4" in vitro.

Identificar el tipo celular sobre el cual Interleuquina 4 esta actuando para
modular la expresion de los receptores de homing a mucosa intestinal en

los LT CD4".

Evaluar el rol de Interleuquina 4 en la induccién de los receptores de

homing a mucosa intestinal en los LT CD4" in vivo.

Determinar el mecanismo molecular por el cual Interleuquina 4 reguia la

expresion de los receptores de homing a mucosa intestinal en los LT CD4".

Investigar el papel funcional de la formacién de uniones en hendidura entre

las células dendriticas y los linfocitos T durante la activacion.
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MATERIALES Y METODOS

Animales e inmunizaciones

Se utilizaron ratones transgénicos para el TCR “AND” (Va117Vp3H),
background H-2° (Kaye y col., 1989) los cuales se cruzaron con la cepa B10.BR
(H-2%), derivandose la cepa hibrida "ANDXB10.BR” (“ANDXB10.BR”) cuyos LT
(>95% CD4*No11") reconocen especificamente el péptido C-terminal del
citocromo ¢ de paloma (PCCsr.104) presentado en el contexto de la molécula
MHC-II I-E*. También se usaron ratones Balb/c (H-Zd), ratones knockout para la
cadena alfa del receptor de IL-4 (/i4ra-/-) en un background H-2¢ (Noben-Trauth
y col., 1997) y ratones DO11.10 (H-2% transgénicos para el TCR cuyos LT
CD4* reconocen un péptido de ovoalbimina (OVAszs.339) presentado en el
contexto de la molécula MHC-I 1-AY (Murphy y col., 1990). Todas las cepas
fueron adquiridas en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA} y
posteriormente mantenidas en un vivero libre de patégenos en la Fundacion
Ciencia para la Vida.

En algunos experimentos se inmunizaron ratones Balb/c y /i4ra-/- con
1mg de proteina ovoalbimina en PBS mas adyuvante completo de Freund
(CFA) en una razén 1:1 en un volumen total de 200 pl, via ip (Johansson-
Lindbom y col., 2003). En los ensayos de migracion competitiva los ratones
Balb/c y /M4ra-/~ se inmunizaron via infragastrica usando jeringas de

alimentacion de 18 G (Thomas Cientific, USA) con 500 pg de proteina OVA en
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500 pl de PBS (Chen y col., 1997). Los protocolos de experimentacion en
animales se hicieron en acuerdo con las disposiciones del! comite de Etica,

Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

Anticuerpos

Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales comerciales
adquiridos en Pharmingen (USA). Conjugados a FITC (Isotiocianato de
Fluoresceina): I-A/I-E clon 2G9 (reconoce haplotipos H-2"%*P4) (Becker y col.,
1992, Razi-Wolf y col., 1992), TCR Va11 clon RR8-1 (Jameson y col., 1991),
CD80/B7.1 clon 16-10A1 (Razi-Wolf y col., 1992), CD86/B7.2 clon GL1
(Hathcock y col., 1993). Conjugados a Ficoeritrina (PE): CD62L (L-selectina)
clon MEL-14 (Gallatin y col., 1983), CD69 clon H1.2F3 (Yokoyama y col., 1988),
CD11c clon N418 (Metlay y col., 1990), CD40 clon 3/23 (Hasbold y col., 1994),
integrina a4p7 heterodimero clon DAKT32 (Andrew y col., 1994), anti-rat 1gM
clon G53-238 y los controles de isotipo rat 1gG2a,x clon R35-95. Conjugados
Cychrome: CD44 clon IM7 (Budd y col., 1987). Conjugados PE-Cy5: CD4 clon
RM4-5 (Wu y col., 1991). También se usaron los siguientes anticuerpos
monoclonales purificados: I-A/l-E clon 2G6. anti-1-E¥ clon 17-4-4S (Ozato y coal.,
1980), anti-1-A% clon 34-5-3 (Ozato y col., 1982).

El anticuerpo conjugado FITC o PE-Cy5 anti-TCR DO11.10 clon KJ1-26
(Haskins y col, 1983) fue adquirido en Caltag (USA). Los anticuerpos

purificados anti-CCR9 clon 5F2 (Pabst y col., 2004) y su control de isotipo rat
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IgM clon MAC 158 fueron facilitados por el Dr. Michael Briskin (Millennium
Pharmaceutical, Boston, MA, USA). Los anticuerpos monoclonales purificados
anti-CD3 clon 145-2C11 (Leo y col., 1987} y anti-CD28 clon PV-1 (Gross y col,,
1990) fueron donados por el Dr. Randolph Noelle (Dartmouth Medical School).
El anticuerpo policlonal anti-conexina 43 y el suero preinmune fueron donados
por el Dr. Juan Carlos Saez (Pontificia Universidad Catolica de Chile, Santiago,
Chile). El anticuerpo anti-inmunoglobulina de conejo conjugado a FITC se

obtuvo de DakoCytomation (Dinamarca).

Péptidos y otros reactivas

El péptido PCCgr.104 (KKAERADLIAYLKQATAK) y el péptido OVAazs.aze
(ISQAVHAAHAEINEAGR) fueron sintetizados en New England Peptide (USA).
El péptido inhibidor de unién en hendiduras 1848 (CNTQQPGCENVCY, P.M.
1458.62) y el péptido control 1849 (SRPTEKTIF, P.M. 1078.23) fueron
sintetizados en el Albert Einstein Collage of Medicine.

Otros reactivos utilizados en esta tesis fueron: Proteina OVA
(Worthington Biochemical Corporation, NJ, USA) Colagenasa D, DNAsa libre de
RNAsa (Roche, Mannheim, Alemania), Acido Retinoico, Citral, DNAsa-l,
Oleimida, Amarillo Lucifer, 4cido p-glicirretinico (BGA, Sigma-Aldrich, CA, USA);
penicifina, estreptomicina, 2-mercaptoetanol (2-ME), tampdn de reaccion TRIS-
HCI, MgCl,, dNTPs y DNA polimeraza (todos de Invitrogen, Brasil), MACS anti-

CD11c (clon N418), MACS anti-CD4 (L3T4), MACS anti-rata IgG y MACS anti-

18




mouse lgG (todos de Miltenyi Biotec, Alemania); Trizol Reagent (GIBCO BRL,
Amenania); cloroformo, isopropanol y etanol 75% (todos de Merck, Darmstdat,
Alemania); DMPC (Sigma Chemical, CO, USA); Agarosa 0,8%, Agarosa 2% y
bromuro de etidio (todos de W&Z Winkler, Santiago, Chile); tampon de reaccion,
RNasin®, M-MLV RT (todos de Promega, Madison, WI, USA);, Tween 20
(Sigma, St. Louis, USA); TMB Reagent, citoquina recombinante [L-4 (BD
PharMingen, USA); Calceina AM, 5-6-succimidil éster-diacetato de
carboxifluoreceina (CFSE) vy 6-isotiocianato-tetrametilrodamina  (TRITC)

(Molecular Probes, Eugene, OR, USA).

Aislamiento de células dendriticas

Las CDs se aislaron desde linfonodo mesentérico (LNM), linfonodos
periféricos (LNP) (ganglios linfaticos axilares, braquiales e inguinales), y bazo
de ratones ANDxB10.BR, Balb/c y /l4ra-/- inyectados con el melanoma que
secreta la citoquina FIt3-L donadas por el Dr. Hide Ploegh, Harvard Medical
School, Boston, USA (Shi y col., 1999). Este protocolo permite una expansion
homogénea de CDs en todos los OLS (Ruedl y col., 1996, Pulendran y col.,
1997). Brevemente, ratones entre 8-16 semanas se inyectaron s.c en el dorso
con 1x107 células de melanoma murino B16 transfectadas con el gen de la
citoquina Flt3-L. Dos semanas después los ratones se sacrificaron y se
colectaron los 6rganos linfoides secundarios, los cuales se disgregaron y se
incubaron en 5 ml volumen final de IMDM + 10% FBS (Gibco BRL),

suplementado con 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 50 uM 2-Me y
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1200 UM/ml Colagenasa-D (Boehringer Mannheim) + 400 UK/mi DNAsa-I
(Boehringer Mannheim) durante 45 min a 37°C con agitacion suave.
Posteriormente, los tejidos se pasaron a través de un tamiz metalico (90 pm)
(RGM, Santiago, Chile), y se lavaron en un volumen final de 10 mi de IMDM +
10% FBS centrifugando a temperatura ambiente a 500 x g por 5 min. Luego, las
células se lavaron con 10 mL de tampdn MACS (PBS + 2 mM EDTA + 5% FBS)
centrigugando a 500 x g por 5 min a 4°C y el pellet se resuspendié por cada 10°
células mononucleares en 500 pul. de tampdén MACS y se incubaron con 30 pl
de microesferas anti-CD11¢c (clon N418) por 10 minutos a 4°C con agitacion
rotatoria (Clausen y col., 1998). Posteriormente, las células se lavaron con 12
mL de tampén MACS, se resuspendieron a 1x108 células en 1 mL de tampén
MACS y se aislaron usando un magneto (VarioMACS®) y columnas de
seleccion positiva LS de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Miltenyi
Biotec, Alemania). Se colectdé la fraccién positiva, la cual contiene células
dendriticas con una pureza de 295% medido como el porcentaje de células

CD11c" por citometria de flujo.

Aislamiento de linfocitos T

Como fuente de LT CD4" virgenes se utilizaron timocitos de ratones

ANDxB10.BR y DO11.10 depletados de células presentadoras. Para esto, los
timos se disecaron, disgregaron y pasaron por una malla metalica de 80 pm.

Para eliminar las células presentadoras, las células se resuspendieron a 10® por
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mL de DMEM + 2% FBS y se incubaron con un anticuerpo anti-I-E* o anti-I-A®
(PharMingen, USA) (5 pg/mL) respectivamente, por 30 minutos a 4°C con
agitacion rotatoria. Posteriormente, se lavaron dos veces con 5 mlL. de tampén
MACS, se incubaron con 20 uL de microesferas anti-igG de raton por cada 108
células en 1 mL de tampén MACS por 10 minutos a 4°C con agitacion rotatoria.
Luego, se lavaron las céluias con 10 mL de tampon MACS y se resuspendieron
en tampoén MACS para recolectar [a fraccion negativa enriquecida en LT CcD4*
con un magneto (VarioMACS®) y columnas de seleccion LS de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Alemania). Las células asi
purificadas, corresponden a >75% de LT CD4" maduros, de los cuales més del
90% expresa la cadena transgénica Va11 para ANDxB10.BR y V13 para
DO11.10 (;(aye y col., 1989, Murphy y col., 1990) y un fenotipo de LT virgenes
(L-Selectina"/CD44"°") (Ortega y col., 1984, Budd y col., 1987).

En algunos experimentos se obtuvieron LT CD4" a partir de bazo de
ratones DO11.10. Para esto se disecd el bazo, se perfundié con 10 mL de
medio IMDM + 10% FBS (éibco BRL), suplementado con 100 U/ml peniciling,
100 pg/ml estreptomicina, y 50 pM 2-ME. Los glébulos rojos se lisaron
utilizando una soluciéon de lisis (NH4CI 0,15 M, KHCO3; 10mM, NaEDTA 0,1
mM, pH 7,2-7,4) e incubacion por 5 minutos a temperatura ambiente. Los LT
CD4* se aislaron por seleccion positiva. Para ésto las células del bazo se
lavaron con 10 mL de tampén MACS a 4°C y se incubaron por 15 minutos a

4°C con agitacion rotatoria con 10 pL de microesferas anti-CD4 (L3T4) por cada
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107 células mononucleares diluidas en 100 pL de tampon MACS (Gessner y
col., 1993). Posteriormente, las células se lavaron con 10 mL de tampon MACS,
se resuspendieron a 1x1 08 células/imL de tampdn MACS y se aislaron usando
un magneto (VarioMACS®) y columnas de seleccion positiva LS de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Alemania). De este modo, se
purificd una fraccién de linfocitos T CD4" con una pureza de + 85% medido por

el porcentaje de células CD4*/D0O11.10" por citometria de flujo.

Co-cultivos de CDs vy LT

Para la mayocria de los experimentos, las CDs (0,2x10° células/mL) y los
LT (1x10° células/mL) se cultivaron a una razén de 1:5 en IMDM + 10% FBS
suplementado con 50 pM de 2-ME, 50 pg/mL de gentamicina y 0,5 pg/mL de
anfotericina-B (Fungizona®) a 37°C (5% COy). Para la activacién de los LT
obtenidos de ratones ANDxB10.BR se usd el péptido PCCgr.104 ¥ para los LT
purificados a partir de ratones DO11.10 se utilizo el peptido OVAs23339, €N
ambos casos a una concentracién final de 5 pM. A partir del tercer dia de co-
cultivo, se les cambié la mitad del medio por medio completo fresco. Las células
se cultivaron por 5 dias, luego de los cuales se colectaron para el analisis por
citometria de flujo (Picker y col., 1993a, Picker y col., 1993b).

En algunos experimentos los co-cultivos se realizaron en presencia de
distintas dosis (0, 50 y 100 U/mL) de IL-4 con o sin 10 puM de citral segln se

indica. En otros experimentos, los co-cultivos se realizaron por 16 a 20 hrs en
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presencia de los inhibidores de UH Oleimida 100 M, péptido 1848 200 pM o el
péptido control 1849 200 uM luego de lo cual se recolectaron los sobrenadantes
para el andlisis de IL-2 y se analizd por citometria de flujo la expresion del
marcador de activacion CD68. Ademas se realizaron co-cultivos en presencia o
ausencia de los inhibidores de las UH por 3 a 5 dias, para evaluar la expresion
de CDB2L v la proliferacién de los LT mediante citometria de flujo.

La activacién policlonal de los LT purificados a partir de ratones
ANDxB10.BR se realizé en pozos cubiertos con 1 pg/mL de anti-CD3 y 1 pg/mL
anti-CD28. Después de 3 dias de co-cultivos, las células se transfirieron a

nuevos pocillos y se cultivaron por 2 dias adicionales.

Ensayos de Acoplamiento Heterocelular

Para éste tipo de ensayo, las CDs (2,5x1 0%) purificadas de bazo se co-
cultivaron con LT (5x10°) por 2 a 24 hrs. Las comunicaciones por UH entre CDs
y LT se evalud con la microinyeccion de Amarillo Lucifer (5% de amarillo Lucifer
en 150 mM LiCL) con un micropipeta de vidrio en las CDs de bazo hasta que
las células se vieron brillantes y luego de 1 min se observé [a transferencia de
este colorante a los LT (Eugenin y col., 2003). El indice de acoplamiento se
calculd como la razén del niimero de veces en gue observamos transferencia
de colorante desde la CD microinyectada a [o menos 2 LT, dividido por el otal
de células inyectadas en cada experimento, multiplicado por 100. En todos los

experimentos, el acoplamiento heterocelular se analiz6 en base a un minimo de
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10 microinyecciones celulares. La transferencia del colorante se observd en un
microscopio invertido, el cual estad equipado con una ldmpara de xenon y un
filtro Nikon B (longitud de onda de excitacién 450-490 nm, longitud de onda de
emisién 520 nm). Para la evaluacién de la transferencia del colorante se

realizaron experimentos en paralelo en presencia de BGA 100 uM, el péptido

1848 y el péptido control 1849 (ambos 200 ulM).

Citometria de flujo

CDs recién aisladas, LT virgenes, y/o LT obtenidos de los co-cultivos se
colectaron y se incubaron durante 30 min a 4°C en la oscuridad con las
diferentes combinaciones de anticuerpos (conjugados directamente a
fluorocromo) diluidos en DMEM + 2% FBS. En los casos en que se usé como
primer anticuerpo un mAb purificado, éste se lavé una vez con DMEM + 2%
FBS y posteriormente se incubd con un segundo anticuerpo conjugado con un
fluorocromo. En los casos en que se utilizd simulféneamente tanto anticuerpos
purificados como conjugados directamente a fluorocromo, estos Ultimos se
adicionaron en la etapa final del marcaje. Todos los anticuerpos se usaron en
diluciones apropiadas las cuales fueron determinadas previamente por
citometria de flujo. Después de incubar con los anticuerpos marcados se hizo
un lavado final, las células se resuspendieron en PBS + 2% FBS y se determind
la fluorescencia usando un citdémetro de flujo y el programa Cellquest (FACScan

Becton & Dickinson, USA). Los analisis se realizaron utilizando una region
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FSC/SSC y posteriormente se restringieron especificamente a LT CD4, o CDs
usando las regiones CD4/Vo 11+, CD4/D0O11.10+ o CD11c+ respectivamente.
En todos los experimentos de citometria de flujo se utilizaron los respectivos
controles de isotipo. Con el fin de bloguear la union a través de receptores Fc,
en la mayoria de los marcajes las células se incubaron previamente con un

anticuerpo anti-CD16/CD32 (Fc-Block®).

Ensayos de homing

Con el fin de comparar in vivo las propiedades migratorias de los LT
activados con CD-LNM de raton BALB/c versus LT activados con CD-LNM de
ratén ll4ra-/-, se realizaron ensayos de homing segln el protocolo previamente
descrito (Mora y col., 2003). Brevemente, 15x1 0° de LT activados con CD-LNM
de ratdn f/4ra-/- se resuspendieron en 1 mL de DMEM + 2% FBS suplementado
con HEPES 20 mM y 1,8 pg/mL de TRITC (fluorescencia en rojo). Por otro lado,
10x10% LT activados con CD-LNM de ratdén BALB/c se resuspendieron en 1 mL
de DMEM + 2% FBS suplementado con HEPES 20 mM y 1 pg/mL de Calceina
AM (fluorescencia en verde). En ambos casos las células se incubaron por 20
min a 37°C con agitacién rotatoria. Luego del marcaje, el exceso de colorante
se eliminé depositando las células marcadas sobre 1 mL de FBS y se
centrifugaron por 10 minutos a 400 x g a 4°C (aceleracion/desaceleracion igual
a 1). Posteriormente, se mezclaron 10x1 0° células marcadas con Calceina con

10x10° marcadas con TRITC, se centrifugaron y se resuspendieron en 200 pL
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de PBS. La suspensién celular fue inyectada por la vena de la cola a ratones
receptores /l4ra-/- o BALB/c. Una alicuota de la suspensién celular se analizd
mediante citometria de flujo con el fin de calcular la razon de células inyectadas
(verdes versus rojas) para asl poder corregir la razon de células marcadas
presentes en los tejidos (Indice de Homing).

Luego de 48 horas se sacrificaron los ratones y se disecaron los
linfonodos periféricos (LNP), bazo, linfonodo mesentérico (LNM), placas de
Peyer (PP), lamina propia (LP) y tejido epitelial del intestino delgado. LNP,
bazo, LNM y PP se disgregaron mecénicamente y se pasaron a través de una
malla metdlica de 90 um. Para bazo se agregd un paso de lisis de glébulos
rojos. La purificacién de los linfocitos de LP y del tejido epitelial del intestino
delgado se realizd utilizando un protocolo previamente descrito (Masopust y
col., 2001). Brevemente, luego de disecar las PP, el intestino delgado se lavd
con HBSS y se cortd longitudinalmente en trozos de aproximadamente 0,5 cm.
Para la extraccion de los linfocitos intraepiteliales (IEL), los tejidos se
resuspendieron en IMDM suplementado con 2% FBS, 20 ug/mL de gentamicina
y 20 mM de HEPES y se agitaron a 120 rpm por 30 min a 37°C. Luego, los
trozos de intestino se agitaron vigorosamente en forma manual por tres ciclos
de 15 segundos y se recolecto la fase liquida pasada por una malla metalica de
90 um, la cual contiene los IEL. Posteriormente, para liberar los linfocitcs de la
lamina propria del intestino delgado, los trozos de intestino se digirieron por 45

minutos a 37°C con 1 mg/mL de Colagenasa-D y 0,2 mg/mL de DNAsa |
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disueltos en RPMI suplementado con 2% FBS, 20 ug/mL de gentamicina y 20
mM de HEPES. Luego de la digestion, los trozos de intestino se pasaron a
través de una malla de 90 pm y se recibieron en IMDM suplementado con 2%
FBS, 20 pg/mL de gentamicina y 20 mM de HEPES. Tanto linfocitos IEL como
de la LP se separaron de las células epiteliales centrifugandolos en una
gradiente de densidad de Percoll al 44/67%. Para esio las células se
resuspendieron en 4 mL de Percoll al 44% y cuidadosamente se agregaron en
la parte inferior 2,3 mL de Percoll 67%. Las gradientes se centrifugaron a 600 x
g por 20 minutos a temperatura ambiente {(aceleracion/desaceleraciéon de 1),
Posteriormente, los linfocitos purificados se lavaron con HBSS + 2% FBS.

Se analizé por citometria de flujo la razén de LT calceina®™/ LT TRITC en
cada tejido. El indice de Homing (IH) se calculé utilizando la siguiente ecuacion:
IH = [LT calceina™ejgo/ [LT TRITC™ tejisa & [LT calceina™finyectado/[LT TRITC]
inyectado- EIl célculo del IH hace los experimentos independientes de: i) el nimero
de células inyectadas en cada ratén, i) la razén TRITC/ calceina o
Calceina/TRITC inyectada, y iii) de cualquier factor de dilucién que pueda ser
variable entre cada animal (tamafio de érganos linfoides, volumen de sangre,
etc). Esto permite hacer comparables los resultados obtenidos entre un animal

y otro (Mora y col., 2003).
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Ensayo de proliferacion in vitro e in vivo

Para los ensayo de proliferacion in vitro se utilizaron LT CD4" purificados
a partir de timo de ratones ANDxB10.BR marcados con el colorante CFSE. Los
LT se lavaron 2 veces con 10 ml de PBS y se marcaron con CFSE 5 yM por 10
min en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron 2 veces
con 10 ml de medio IMDM+ 10% FBS. Estas células (0,8 x 10° por pozo) se co-
cultivaron con CDs de bazo (0,2 x 10° por pozo) en medio IMDM+ 10% FBS +
50 pg/mL gentamicina + 50 pM 2-ME + 0,5 ng de anfotericina-B en presencia
de 5 UM del péptido especifico PCCgr.104. Los co-cultivos se realizaron en
placas de 24-pozos por distintos dias. La proliferacion de los LT se determind
por citometria de flujo, evaluando la dilucion de! colorante CFSE a través de los
diferentes ciclos de division celular.

Para los ensayos de proliferacion in vivo se utilizé el protocolo descrito
anteriormente (Johansson-Lindbom vy col.,, 2003). Brevemente, para I[a
transferencia adoptiva se utilizaron LT CD4* DO11.10, los cuales se marcaron
con 10 pM de CFSE como se describe anteriormente. Los LT marcados con
CFSE se inyectaron i.v en 200 pl. de PBS en ratones BALB/c o fi4ra-/~. Al dia
siguiente, los ratones se inmunizaron i.p con 200 pl de 1 mg de proteina OVA
disuelta en 100 pL de PBS emulsionada con 100 pl. de CFA. Dos dias después
de la inmunizacién, los ratones se sacrificaron y se disecaron bazo, LNM y LP,
tal como se describe anteriormente. Se evalud por citometria de fiujo la

expresion de los receptores de homing durante la proliferacién de los LT
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marcados con CFSE. En otros experimentos, se realizd transferencia adoptiva
de LT CD4" DO11.10* CFSE" en ratones BALB/c. Al dia siguiente, 4x10° CD-
LNM //4ra-/- o CD-LNM wt se cargaron con 1 mg de proteina OVA en presencia
de 100 ng/mL de LPS por 4 h. Posteriormente se lavaron tres veces con PBS,
para eliminar la proteina remanente y se inmunizaron via ip, los ratones
BALB/c con 200 pL de [a suspensidn celular (Dudda y col., 2004). Dos dias
después de la inmunizacion, los ratones se sacrificaron y se procedid como se
describe anteriormente para la evaluacion de la expresion de los receptores de

homing durante la proliferacion de los LT marcados con CFSE.

Preparacion de RNA total y RT-PCR

Se extrajo con Trizol RNA total de las células dendriticas purificadas,
seguido de una extraccion con cloroformo. El RNA se precipité con isopropanol
por 12 horas a -20°C, luego se lavé con 1 mL de etanol 75%, se seco al aire y
se resuspendio con H,O-DMPC. La calidad del RNA se determiné en un gel de
agarosa al 0,8% y se cuantificé determinando la densidad 6ptica a 260 nm en
un espectrofotémetro 6405 UV/NVis (Jenway Limited, Inglaterra). Para evitar
posibles interferencias del DNA, se digirieron entre 2 y 3 pg de RNA por 30
minutos a 37°C en un volumen final de 22 pL con 0,5 pL de DNasa-I/RNasa free
(1 U/uL), 1 pL de buffer de reaccién (200 mM Tris-HCL (pH 8,4), 500 mM KCl)
(Invitrogen, Brasil) y 1 uL. de MgClz (50 mM). De esta mezcla se utilizaron 11 plL

para la transcripcion inversa y 11 pl. para el control sin transcriptasa inversa.

29




Para esto, se agregaron 500 pmoles de oligonucleétido poli-dT y se incubd 10
minutos a 70°C. Luego, se agregaron 8 ulL de una mezcla de dNTP (1,256 mM),
buffer de reaccion (250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCI, MgCI 15 mM y 50
mM de DTT), inhibidor de RNasa (RNasin®) y transcriptasa inversa (M-MLV
RT). La reaccién se realizé en un termociclador (PTC-150 MiniCycler, MJ

Research INC, EE.UU.) por 1 hora a 42°C, luego se incubd por 10 minutos a
65°C para inactivar la enzima. La reaccién de PCR se realizdé con 2 pl de
cDNA, y 23 puL de una mezcla de MgCl; 1,5 mM, dNTP 200 pM de cada uno,
tampon de reaccién (200 mM Tris-HCL (pH 8,4), 500 mM KCI), partidores
sentido y antisentido (8 ng/pL de cada uno) y DNA polimerasa (1,25 U). Los
partidores usados para la amplificacion de RALDHZ (lwata y col., 2004) y B-

actina (Sauma y col., 2004) fueron:

RALDH2 sentido: 5-GACTTGTAGCAGCTGTCTTCACT-3"
RALDH2 antisentido: 5-TCACCCATTTCTCTCCCATTTCC-3"

B-actina sentido: 5- AAATCGTGCGTGACATTAAGG-3’

B-actina antisentido: 5- CCGATCCACACGGAGTACTT-3’

Las mezclas de reaccion se sometieron a diferentes programas de
amplificacion en un termociclador (PTC-150 MiniCycler, EE.UU.). Para RALDH2
la etapa inicial fue a 94°C por 3 minutos para desnaturar el DNA, luego 29 ciclos

con una primera etapa de desnaturacidon a 94°C por 30 segundos, luego 30
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segundos a 60°C para apareamiento y elongacion por 60 segundos a 72°C.
Finalmente se utilizd una etapa durante 5 minutos a 72°C (lwata y col., 2004).
Para amplificar p-actina se utilizé un programa con una primera etapa de 5
minutos a 94°C, [uego 25 ciclos con una primera etapa de desnaturacion a 84°C
por 30 segundos, luego 45 segundos a 58°C para apareamiento y elongacion
por 90 segundos a 72°C. Finalmente se utilizé una etapa por 10 minutos a 72°C.
Los amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 1,4%, tefiidos con
bromuro de etidio y las bandas fueron visualizadas en un transiluminador de luz
ultravioleta. Los geles se fotografiaron utilizando una cdmara digital KodaK (DC
120 Digital Camera, GIBCO BRL, USA.).

La cuantificacién de las bandas se realizé con el programa Scion image.

Elisa

La secrecion de IL-2 de los linfocitos activados en los co-cuitivos se
determind utilizando un kit de ELISA de captura (BD Pharmingen, USA.). Se
utilizaron placas de 96 pocillos Immuno-plate Maxisorp (Nunc, USA.) a las que
se le agregaron 100 plL de la dilucién sugerida del anticuerpo de captura en
NaHCO; 0,33M, Na;CO; 0,66M pH 9,5. Luego de incubar a 4°C toda la noche
se lavo la placa 3 veces con PBS + 0,1% Tween 20, y se incubd con PBS +
10% FBS por 1 hora a femperatura ambiente para bloquear la unién

inespecifica. Posteriormente, la placa se lavd fres veces con PBS + 0,1%

Tween 20, y se agregaron 100 pl/pozo del estandar de citoquina recombinante
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o sobrenadante de activacion de los linfocitos T. Las muestras se incubaron por
2 horas a temperatura ambiente en oscuridad y se lavaron 5 veces con PBS-
Tween 20. Luego, las placas se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente
con 100 pL de una mezcla de anticuerpo de revelado biotinilado y avidina-
peroxidasa disuelto en PBS + 10% FBS. Después de lavar la placa (7 veces
con PBS-Tween 20), se agregaron 100 pl de TMB Substrate Reagent y se
incubd por 30 minutos en oscuridad. La reaccién se detuvo agregando 50 pL de
HsPO4 1 M. La densidad dptica a 450 nm se determiné en un espectrofotémetro

Emax Precision Microplate Reader (Molecular Devices, EE.UU.).

Analisis estadistico

A menos que se especifique de ofro modo, los datos son presentados
como la media + SEM. Los porcentajes y la IMF para moléculas de adhesion,
marcadores de diferenciacion y activaciéon, produccion de citoquinas se
analizaron usando un test de ANOVA no pareado (analisis de varianza en un
sentido con test de comparacion multiple de Bonferroni). Los indices de homing
se analizaron usando el el ‘test de Student de una muesira’ versus un indice de
homing = 1. Los resultados se consideraron estadisticamente significativos si p
< 0,05. Para los andlisis estadisticos y confeccion de los graficos se utilizé el

software GraphPad PRISM (GraphPad Software, Inc., CA, USA).
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RESULTADOS

OBJETIVO 1

Rol de IL-4 en la induccidn de los receptores de homing en los LT CD4" in vitro.

Recientemente se ha demostrado que en ratones con gastritis inducida
mediante la ingesta de alcohol, se encuentran altos niveles de IL-4 en la
mucosa intestinal (Andrade y col., 2006). Ademas se ha determinado que los LT
de memoria provenientes de mucosa gastrica educan a las CDs a través de |L-4
(Alpan y col., 2004) y que IL-4 también puede causar la disminucién de los
receptores de homing a piel en los LT (Seneviratne y col., 2005). Debido a estas
evidencias, hipotetizamos que la [l--4 podria estar involucrada en la induccion
de la expresion de los receptores homing hacia la mucosa intestinal en los LT
CD4". Para responder esta pregunta realizamos experimentos de co-cultivos
por 5 dias en presencia o ausencia de diferente concentraciones de IL-4 entre
LT CD4" ANDxB10.BR virgen y CD-LNM, con el péptido especifico PCCgr.103.
Luego de este tiempo, analizamos por citometria de flujo los receptores de
homing hacia la mucosa intestinal y marcadores de activacion en los LT. Como
muestra la figura 3, la expresion de CCR9 en los LT CD4™ activados por CD-
LNM aumenta en presencia de IL-4 de manera dosis dependiente. Por otro
lado, no observamos un efecto estadisticamente significativo de IL-4 sobre la

expresion de la integrina o4p7 (Fig. 3). Por otra parte, se analizd la expresién

de los marcadores de activacion CD62L y CD44 en los LT activados,




demostrando que IL-4 disminuye la expresion de CD62L sin afectar
mayormente la expresion de CD44 (Fig. 4).

Estos resultados demuesiran que IL-4 aumenta la expresién de CCR9 e
induce una mayor activacioén de los LT como lo muestra la pérdida del marcador
CD62L comparado al experimento realizado en ausencia de IL-4. Por ofra parte
este efecto de IL-4 es independiente del origen de las CDs, ya que el co-cultivo
de LT CD4+ con CD-LNP produce el mismo efecto (Fig. 5), aunque con menor

eficiencia.
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Figura 3. IL-4 aumenta la expresion de CCR9 en los LT CD4" activados con
CD-LNM. LT CD4" “ANDxB10.BR” se co-cultivaron con CD-LNM en presencia o
ausencia de IL-4. Después de 5 dias de co-cultivos la expresion de los
receptores de homing en los LT fueron analizados por citometria de flujo. (A)
Grafico representativo para la expresion de CCR9 (paneles superiores) y a4p7
(paneles inferiores) en LT CD4" activados en presencia de 0, 50 y 100 U/mL de
IL-4. (B) Cuantificacion de los resultados mostrados en A. Promedio + d.s. de
células doble positivas (panel izquierdo) e intensidad de fluorescencia media
(IMF, panel derecho) para CCR9 y a4p7 de los LT activados con CD-LNM (n=
3-4). *p<0.01 entre los LT activados con las CD-LNM en presencia o ausencia

de 100 U/mL de IL-4.
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Figura 4. IL-4 reduce la expresion de CD62L en los LT CD4" activados con
CD-LNM. LT CD4" “ANDxB10.BR” se co-cultivaron con CD-LNM en presencia o
ausencia de IL-4. Después de 5 dias de co-cultivos la expresion de los
marcadores de activacion en los LT fueron analizados por citometria de flujo.
(A) Grafico representativo para la expresion de CD62L y CD44 en los LT CD4"
activados en presencia de 0 y 100 U/mL de IL-4. (B) Cuantificacion de los
resultados mostrados en A. Promedio + d.s. de células positivas (panel
izquierdo) e intensidad de fluorescencia media (IMF, panel derecho) para
CD62L y CD44 de los LT activados con CD-LNM (n= 3-4). *p<0.01 entre los LT
activados con las CD-LNM en presencia o ausencia de 100 U/ml de IL-4.
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Figura 5. IL-4 aumenta la expresién de CCR9 y reduce la expresién de
CD62L en los LT CD4" activados con CD-LNP. LT CD4* “ANDxB10.BR” se
co-cultivaron con CD-LNP en presencia o ausencia de [L-4. Después de 5 dias
de co-cuitivos la expresidon de los marcadores de activacion en los LT fueron
analizados por citometria de flujo. Resultado representativo (n= 3-4) para la
expresion de CCR9, a4p7, CD62L y CD44 en LT CD4" activados en presencia
de Oy 100 U/mL de IL-4.




OBJETIVO 2

Identificacién del tipo celular sobre el cual IL-4 estd actuando para modular la

expresion de los receptores de homing a mucosa intestinal en los LT cD4*.

Con el fin de determinar si el incremento de CCR9 en los LT causado por
IL-4 es directo sobre los LT, activamos LT CD4" policlonalmente con
anticuerpos anti-CD3 mas anti-CD28 en presencia o ausencia de IL-4.
Observamos que, similar a lo que ha sido reportado para LT CD8" (Mora y col.,
2005), IL-4 no aumenta la expresion de CCR9 en LT CD4" en ausencia de CDs,
asi mismo no se observa un efecto de IL-4 en la expresién de o4p7 (Fig. 6).

Estos resultados sugieren que esta citoquina estaria actuando a través
de las CDs para inducir la expresion de CCR9 en los LT. Con el fin de dilucidar
este punto, utilizamos CD-LNM de ratones //4ra-/- (deficiente en la expresion de
la cadena alfa del receptor de IL-4, CD-LNM //4ra-/~) o de ratones BALB/c (CD-
LNM wt) las cuales se co-cultivaron con LT CD4" DO11.10 y del péptido
especifico OVAsps.330 €N presencia o ausencia de IL-4. Observamos que iL-4 no
aumenta la expresion de CCR9 en los LT activadoes con CD-LNM //4ra-/
comparado con CD-LNM wt (Fig. 7 panel inferior derecho y grafico). Ademas,
como muestra la figura 7, las CD-LNM /i4ra-/- en ausencia de IL-4 inducen
CCR9 en una menor proporcidn en los LT comparado con las CD-LNM wt
(10,1% comparado con 41,8% respectivamente).

En relacién a la expresion de la integrina 047 y a la activacion de los

linfocitos, ya sea en los ratones BALB/c o /i4ra-/-, |la IL-4 no tiene efecto en la
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expresion de este receptor (Fig. 8), ni fampoco afecta los niveles de expresion
de CD44 y CD62L (Fig. 9). Cabe hacer notar que en el caso de los ratones
DO11.10 de origen BALB/c, el 100% de los LT se activan, medido por la pérdida
del marcador CD62L, comparado a lo que ocurre en los ratones transgénicos
ANDxB10.BR que tienen otro fondo genético. El conjunto de estos resultados
indica gue la induccién por IL-4 de la expresion de CCR9 en los LT CD4" es
mediada por las CDs, ademas estos resultados demuestran que IL-4 afecta la
expresion de CCR9 sin afectar la expresion de 47 ni la activacion de los LT

CD4",
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Figura 6. IL-4 no actia directamente sobre los LT CD4" para inducir el
aumento en la expresion de CCR9. (A) LT fueron activados con anticuerpos
anti-CD3 mas anti-CD28 en ausencia de CDs con 100 U/ml de IL-4 (panel
derecho) o sin IL-4 (panel izquierdo). Al cabo de 5 dias de cultivo, los LT
resultantes fueron analizados para la expresion de CCR9 (paneles superiores) y
04p7 (paneles inferiores) por citometria de flujo.(B) Cuantificaciéon de células
positivas (n=3) para CCR9 (grafico izquierdo) y a4p7 (grafico derecho).
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Figura 7. La contribucién de IL-4 al aumento de CCR9 en LT CD4" es
mediada por las CD-LNM. LT CD4" DO11.10 se co-cultivaron con CD-LNM
purificadas de un ratén 7/4ra-/- o wt en presencia o ausencia de IL-4. Después
de 5 dias de co-cultivos la expresion de los receptores de homing en los LT
fueron analizados por citometria de flujo. (A) Grafico representativo para la
expresion de CCR9 en LT activados por CD-LNM de raton wt (paneles
superiores) e li4ra-/- (paneles inferiores) en presencia (paneles derechos) o
ausencia (paneles izquierdos) de IL-4. (B) El grafico de barras muestra el
analisis estadistico de 3-4 experimentos independientes. *p<0.01.
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Figura 8. IL-4 no afecta la expresion de a4B7 en LT CD4" activados por las
CD-LNM [/4ra-/-. LT CD4" DO11.10 se co-cultivaron con CD-LNM purificadas
de un ratén /l4ra-/- o wt en presencia o ausencia de IL-4. Después de 5 dias de
co-cultivos la expresion de los receptores de homing en los LT fueron
analizados por citometria de flujo. (A) Grafico que muestra la expresion de a4p7
en LT activados por CD-LNM de raton wt (paneles superiores) e [l4ra-/-
(paneles inferiores) en presencia (paneles derechos) o ausencia (paneles
izquierdos) de IL-4. (B) El grafico de barras muestra el analisis estadistico de 3-
4 experimentos independientes.
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Figura 9. IL-4 no afecta el grado de activacién en LT CD4" activados por
las CD-LNM [i4ra-/-. LT CD4" DO11.10 se co-cultivaron con CD-LNM
purificadas de un raton //4ra-/- o wt en presencia o ausencia de IL-4. Después
de 5 dias de co-cultivos la expresion de los marcadores de activacion en los LT
fueron analizados por citometria de flujo. (A) Resultado representativo para la
expresion de CD62L y CD44 en LT activados por CD-LNM de ratén wt (paneles
superiores) e ll4ra-/- (paneles inferiores) en presencia (paneles derechos) o
ausencia (paneles izquierdos) de IL-4. (B) El grafico de barras muestra el
andlisis estadistico de 3-4 experimentos independientes.
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OBJETIVO 3

Rol de IL-4 en la induccién de los receptores de homing en los LT CD4" in vivo,

Datos recientes de la literatura indican la existencia de mecanismos de
entrada para los LT CD4" a mucosa intestinal dependientes e independientes
de CCR9 (Stenstad y col., 2006). Por lo tanto, decidimos utilizar LT cD4*
activados con CD-LNM //4ra-/- que presentan una baja expresion de CCRS en
experimentos de migracién competitiva con LT CD4" activados CD-LNM wt en
presencia de |L-4 para evaluar su capacidad de migracién a mucosa intestinal in
vivo. Los resuitados muestran que los LT CD4" activados con las CD-LNM wt
migran a LP intestinal 4.8 + 1.8 veces mas que los LT CD4" activados con las
CD-LNM [/4ra-/- (Fig. 10). Por ofro lado, no observamos una migracion
preferencial hacia LNM o a PP (Fig. 10).

Estos resultados demuestran que la induccion de CCR9 por IL-4 en LT
activados con CD-LNM wt es necesaria para una eficaz migracion hacia la

mucosa intestinal.
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Figura 10. Los LT CD4" activados con CD-LNM de ratones //4ra-/- migran
escasamente a la mucosa intestinal. Los LT CD4" DO11.10 fueron activados
en presencia del péptido especifico OVAz23.339 y 100 U/mL de IL-4 con CD-LNM
de ratones BALB/c o /l4ra-/-. Después de 5 dias de co-cultivo, las células fueron
marcadas con calceina o TRITC e inyectadas i.v en un raton BALB/c. Después
de 48 hrs, se determiné el indice de homing en diferentes tejidos del ratén
receptor (n= 3-4). El indice de homing fue calculado como se describio
anteriormente (Mora y col., 2003). LNP, linfonodos periféricos; Ba, bazo; LNM,
linfonodo mesentérico; PP, placas de Peyer; LP, lamina propia. *p<0.01.

45




Expresion de CCR9 en LT CD4" de ratones l/4ra-/-.

Con el fin de determinar si IL-4 tiene un papel en la expresiéon de CCR9
en los LT CD4" in vivo, analizamos la expresién de CCR9 en los LT CD4" de
timo, LNM, PP y de [amina propia de ratones controles y //4ra-/-. Los resultados
muestran que los LT CD4" de timo, LNM y PP presentan niveles similares de
CCR9, sin embargo en ratones BALB/c, los LT CD4" aislados de lamina propia
muestran alrededor de un 30% de células CCR9" a diferencias de lo que ocurre
en el ratén //4ra-/- donde no se observan LT CD4" con este marcador (Fig. 11).
Con respecto a la expresion de a4p7, no observamos diferencias entre LT CcD4*
de los diferentes érganos de ratones controles y ratones /li4ra-/~ (Fig. 11). Estos
resultados sugieren que IL-4 tendria un papel en la regulacién in vivo de la
expresion de CCR9 en LT CD4".

Para descartar si el bajo porcentaje de LT CD4* CCR9" presentes en la
mucosa intestinal de los ratones //4ra-/- se debe a una deficiencia en el ingreso
de los LT a este tejido, realizamos ensayos de migracién competitiva en ratones
li4ra-/- entre LT CD4" activados con CD-LNM /i4ra-/- y CD-LNM wt en presencia
de 100 U/mL IL-4. Como se observa en la figura 12, los LT CD4" activados con
CD-LNM wt migran normalmente a fa LP de los ratones //4ra-/~, en forma similar
a lo que ocurre en los ratones BALB/c (Fig. 10), descartando un defecto en la

entrada de los LT hacia la mucosa intestinal en los ratones //4ra-/~.
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Figura 11. IL-4 regula la expresién de CCR9 en los LT CD4" in vivo. (A)

Expresion de CCR9 (paneles superiores) y a4p7 (paneles inferiores) en los LT
CD4" obtenidos de timo, LNM, PP y de LP de ratones BALB/c (azul) o ratones
Il4ra-/- (verde). (B) El grafico de barras muestra el analisis estadistico de 3
experimentos independientes del porcentaje de LT CD4" que expresan CCR9

(gréfico izquierdo) y a4p7 (grafico derecho). *p<0.05.
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Figura 12. LT CD4" activados con CD-LNM wt migran eficazmente hacia la
mucosa intestinal de ratones I/4ra-/-. Experimento de migracion competitiva
de LT CD4" activados en presencia de IL-4 con CD-LNM de ratones BALB/c e
l4ra-/-. Después de 5 dias de co-cultivo las células se marcaron con calceina o
TRITC y se inyectaron i.v en un ratén //4ra-/-. Después de 48 hrs, se determino
el indice de homing en diferentes tejidos del ratén receptor (n= 3-4). El indice de
homing fue calculado como se describe arriba. *p<0.01.
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Por otra parte, evaluamos la capacidad de las CD-LNM //4ra-/- de inducir
la expresion de CCR® en LT CD4" in vivo, para esto transferimos LT CD4*
DO11.10 marcados con CFSE a ratones BALB/c 24 hrs despues los ratones
fueron inmunizados i.p. con CD-LNM //4ra-/- o CD-LNM wt cargadas con 1 mg
de proteina OVA. Dos dias después de la inmunizacién, analizamos Ia
expresién de CCR9 y o4p7 en los LT CD4" DO11.10° CFSE’ en LNM.
Observamos que las CD-LNM /i4ra-/- inducen escasamente la expresion de
CCRS9 en LT CD4* DO11.10" obtenidos de LNM en comparacion a CD-LNM wt
(Fig. 13). Ademas, en estos experimentos no observamos diferencia en la
expresion de a4p7, ni en el namero de divisiones celulares en LT CcD4"
DO11.10" en LNM de ratones inmunizados CD-LNM /i4ra-/- o CD-LNM wt (Fig.
13). Estos resultados sugieren que IL-4 es importante en la induccion de CCR9
en los LT in vivo.

Adicionalmente para confirmar el efecto de IL-4 en la expresién de CCR9
en los LT CD4" in vivo, transferimos LT CD4" DO11.10 marcados con CFSE a
ratones BALB/c o /[4ra-/-, 24 hrs después los ratones fueron inmunizados i.p.
con 1 mg de proteina OVA mas CFA. Dos dias después de [a inmunizacion,
analizamos la expresién de CCR9 en los LT CD4" DO11.10" CFSE" en LNM.
Sorprendentemente observamos que la expresion de CCR9 fue inducida en los
LT CD4* DO11.10" aislados de LNM de ratones //4ra-/~- comparados con los
ratones controles (Fig. 14). En estos mismos experimentos, el nivel de

expresion de la integrina a4f7 no fue afectado (Fig.14). Estos resultados
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sugieren que bajo la generacién de una respuesta inflamatoria la induccion de

CCR9 en el LNM de ratones //4ra-/~ es independiente de 1L-4.
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Figura 13. CD-LNM Il4ra-/- inducen pobremente CCR9 en LT CD4*
DO11.10" en LNM de ratones BALB/c. LT CD4" DO11.10" CFSE" fueron
transferidos i.v a ratones BALB/c. Después de 24 hrs. Los ratones fueron
inmunizados con CD-LNM wt o CD-LNM Jl4ra-/~ cargadas con proteina OVA.
Luego de 2 dias después de la inmunizacion se analizo la expresion de CCR9 y
a4p7 de LT CD4” DO11.10" CFSE"* en LNM por citometria de flujo (n=2).
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Figura 14. Expresion de CCR9 en LT CD4" DO11.10" en LNM de ratones
Iidra-/- inmunizados con la proteina OVA mas CFA. LT CD4" DO11.10°
CFSE" fueron transferidos i.v a ratones BALB/c (wt) o Il4ra-/~. Después de 24 h.
Los ratones fueron inmunizados con 1 mg de proteina OVA mas CFA y luego
de 2 dias se analizd la expresion de CCR9 y a4p7 de LT CD4" DO11.10°
CFSE* en LNM por citometria de fiujo (n=3).
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OBJETIVO 4

Mecanismo molecular por el cual IL-4 regula la expresién de los receptores de

homing a mucosa intestinal en los LT CD4*,

Se ha demostrado que el AR induce la migracién de LT hacia la mucosa
intestinal (iwata y col., 2004). Puesto que IL-4 induce [a expresion de CCR9 en
los LT a través de la activacién por las CDs, nos preguntamos si el efecto de IL-
4 sobre las CD-LNM se ejerce a fravés de la produccion de AR. Analizamos
entonces el efecto de IL-4 en la expresion del mRNA de RALDH2 en CD-LNM,
enzima esencial en la sintesis de AR (Fig. 2). Para esto, CD-LNM o CD-LNP
purificadas a partir de ratones ANDxB10.BR fueron cultivadas por 4 hrs. con
100 U/mL de IL4, luego se extrajo RNA total y se analizaron mediante RT-PCR
los niveles de expresion de RALDH2. Como se observa en la figura 15, la
cuantificacion de los niveles del mRNA de RALDH2 muestran un aumento
significativo de este mensajero en CD-LNM tratadas con IL-4, en comparacion
con células no ftratadas. Cabe destacar que CD-LNM expresan
constitutivamente el mMRNA de RALDHZ2, ademas IL-4 no tiene efecto en [a
expresion de RALDH2 en CD-LNP (Fig. 15). Estos resultados demuestran que
IL-4 induce [a expresion del mMRNA de RALDH2 en CD-LNM.

Por otro lado, evaluamos el efecto de IL-4 en la expresion del mRNA de
RALDHZ en CD-LNM de ratones /l4ra-/~. Para esto, CD-LNP o CD-LNM de
ratones controles BALB/c o de ratones //4ra-/- se trataron por 4 hrs. con 100

U/mL de IL-4, luego de lo cual se extrajo RNA' total para evaluar la expresion de
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RALDH2. Como se aprecia en la figura 16, CD-LNM de ratones /i4ra-/-
expresan niveles similares del mRNA de RALDH2 que CD-LNM de ratones
controles. Ademas, IL-4 no incrementa la expresion del mRNA de RALDH2 en
CD-LNM de ambos ratones (Fig. 16). Interesaniemente, CD-LNP de ratones
controles también expresan el mRNA de RALDH2, el cual no aumenta cuando
estas células son tratadas con IL-4 (Fig. 16). Estos resultados demuestran que
la expresion del mRNA de RALDH2 depende del fondo genético de la cepa del
ratdn analizado. En el caso de los ratones BALB/c, [L-4 pareciera no afectar los
niveles del mMRNA de RALDHZ2, el cual se expresa en forma constitutiva en los

tejidos estudiados, a diferencia de lo que ocurre con los ratones ANDxB10.BR.
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Figura 15. IL-4 aumenta la expresion del mRNA de RALDH2 en CD-LNM de
ratones ANDxB10.BR. (A) RT-PCR del mRNA de RALDH2 y B-actina
provenientes de CD-LNM o CD-LNP obtenidas de ratones ANDxB10.BR y
tratadas o no por 4 hrs con IL-4 100 U/mL. (B) Cuantificacion de la
densitometria de RALDH2 normalizado por la expresion B-actina en CD-LNM

(n= 3). *p<0.01.
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Figura 16. IL-4 no aumenta la expresion del mMRNA de RALDH2 en CD-LNM
de ratones l/4ra-/- o controles. (A) Experimento representativo del RT-PCR
para el mRNA de RALDH2 y B-actina provenientes de CD-LNM o CD-LNP
obtenidas de ratones controles o //4ra-/-, tratadas por 4 hrs con IL-4 100 U/mL.
(B) Cuantificacion de la densitometria de RALDH2 normalizado por la expresion

B-actina (n= 3).
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Para determinar de manera mas directa si el aumento en el potencial
instructivo de homing inducido por IL-4 en CD-LNM es mediado por un aumento
de la produccidn del AR por parte de las CD-LNM, activamos LT CD4*
ANDxB10.BR con CD-LNM en presencia de IL-4, con o sin 10 pM citral, un
inhibidor de las RALDH (Connor y Smit, 1987). Como se muestra en la figura
17, el tratamiento con citral reduce significativamente la induccién de CCR9 en
los LT activados con las CD-LNM en presencia de IL-4. Estos resultados indican
que el efecto de IL-4 en la expresion de CCR9 es parcialmente mediado por un

aumento en la produccion del AR por parte de las CD-LNM.
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Figura 17. Citral reduce la expresion de CCR9 en LT activados en
presencia de IL-4. (A) Expresion de CCR9 (paneles superiores) y o4p7
(paneles inferiores) en los LT CD4" ANDxB10.BR activados con CD-LNM en
ausencia (panel izquierdo), presencia de 100 U/mL de IL-4 (panel central) o IL-4
mas 10 puM citral (panel derecho). (B) El grafico de barras muestra la
cuantificacion de 3 experimentos independientes del porcentaje de LT CD4" que
expresan CCR9. *p<0.05.

58




OBJETIVO 5

Rol funcional de la formacion de uniones en hendidura entre las células

dendriticas vy los linfocitos T durante la activacion.

Para evaluar la formaciéon de UH entre CDs y LT, medimos el traspaso
del colorante Amarillo Lucifer entre estos tipos celulares. El Amarillo Lucifer es
una molécula de aproximadamente 900 Da, que solamente pasa entre 2 células
vecinas por las UH. Por lo tanto, se microinyecté Amarillo Lucifer en CDs
purificadas a partir de bazo de ratones ANDXB10.BR y se evalué el traspaso a
LT obtenidos de timo de la misma cepa de ratdn, en presencia o ausencia del
péptido PCCsg7.103. Tal como esperamos, los co-cultivos realizados en ausencia
del antigeno, no formaron acimulos celulares entre CDs y LT (Fig.18A), en
consecuencia no fue posible evaluar acoplamiento celular entre dichas células.
Por el contrario, cuando realizamos los co-cultivos en presencia del antigeno
observamos la formacién de agregados celulares compuestos por CDs y LT
(Fig. 18A). Encontramos que a las 8 hrs de co-cultivo un 60% de las CDs se
encontraban acopladas a LT, fendmeno que es bloqueado por BGA, un
inhibidor de las UH (Fig. 18). Para corroborar que el acoplamiento entre CDs y
LT es mediado por UH, utilizamos un péptido especifico (péptido 1848) que se
une a la cara externa de los hemicanales (Corvalan y col., 2007) inhibiendo la
formacion de UH. Como control utilizamos una secuencia del carboxilo terminal

intracelular de la conexina 43 (péptido 1849). Como se observa en la figura

18B, el péptido 1848 reduce dramaticamente el acoplamiento heterocelular




entre CDs y LT, mientras que el péptido control 1849 no lo hace. Estos
resultados demuestran que durante la presentacidbn de antigeno, existe un
acoplamiento enire la CDs y LT, el cual es mediado por las UH.

Para confirmar que el acoplamiento entre CDs y LT es mediado a través
de UH, evaluamos la expresion de conexina 43 en LT y CDs. Para esto LT y
CDs co-cultivados por ocho horas en presencia de antigeno fueron fijados y
permeabilizados para la deteccién de la conexina 43. El andlisis por citometria
de flujo de la figura 19 muestra que tanto los LT como las CDs expresan
conexina 43. Estos resultados en conjunto sugieren que los LT y las CDs

forman UH mediante la expresion de la conexina 43.
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Figura 18. CDs forman UH con LT CD4" durante la presentacion de
antigenos. CDs de bazo fueron cultivadas por 8 a 24 h con LT CD4" sin
antigeno, con antigeno o antigeno mas diferentes inhibidores de las UH (BGA
100 uM, péptido inhibidor 1848 y el péptido control 1849 200 uM). Al cabo de 8
h las CDs fueron microinyectadas con Amarillo Lucifer y se observé el traspaso
del colorante a los LT. (A) Imagenes de microscopia de inmunofluorescencia
(paneles inferiores) o contraste de fase (paneles superiores) de LT CD4" co-
cultivados con CDs en ausencia de antigeno (panel izquierdo) o presencia de
antigeno (panel central) o antigeno mas BGA (panel derecho) (B) El grafico
muestra el indice de acoplamiento en cada condicion (n=3-4). *p<0.01.
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Figura 19. Las CDs y LT CD4" expresan conexina 43, subunidad de la UH.
CDs de bazo fueron co-cultivadas con LT en presencia de antigeno durante 16-
24 hrs. Posteriormente los co-cultivos fueron fijados, permeabilizados y
marcados con anticuerpo anti-CD11c (CDs, panel izquierdo), anti-CD4 (LT,
panel derecho) y anti-conexina 43 (linea verde) o con suero pre-inmune (linea
gris). Los analisis fueron realizados mediante citometria de flujo. La imagen es
representativa de 2 experimentos independientes.




Papel funcional de las UH entre CDs y LT en la activacién linfocitaria.

Puesto que demostramos la existencia de UH entre LT CD4* y CDs,
enseguida nos preguntamos a cerca de la funcién de dichas estructuras en la
activacion de los LT. Para evaluar este punto, se activaron por 16 h LT CD4*
ANDxB10.BR con CDs purificadas de bazo y el péptido especifico en presencia
0 ausencia de Oleimida, un inhibidor de UH. Luego de transcurrido este tiempo,
se analizé por citometria de flujo la expresién del marcador temprano de
activacién CD69 en los LT. Por ofra parte, se realizaron co-cuitivos por 72 horas
en presencia de Oleimida para analizar [a expresion de CD62L en los LT CD4*.
Como se observa en la figura 20, los LT co-cultivados en presencia de Qleimida
muestran una importante reduccién en la expresién de CD69 en comparacion
con co-cultivos realizados en ausencia de este inhibidor. Los resultados
muestran ademas, una alta expresién de CD62L en los LT tratados con
Oleimida, similar a los niveles expresados por LT virgenes (Fig. 21). Estos
resultados sugieren que la inhibicion de las UH afectan directamente la
activaciéon del LT,

Para confirmar estos resultados, co-cultivamos por 16-20 horas LT CD4*
ANDxB10.BR y CDs de bazo méas el péptido especifico, en presencia o
ausencia de Oleimida o de los péptidos 1848 y 1849. Luego de este tiempo
recolectamos los sobrenadantes de los co-cultivos y analizamos la secrecién de
IL-2 mediante ELISA. En estos experimentos observamos que existe una
drastica reduccion en la secrecion de IL-2 en los co-cultivos tratados con

inhibidores de la formacién de las UH (Oleimida o péptido 1848, Fig. 22) en
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comparacion a los co-cultivos control o tratados con el péptido no inhibidor de
las UH 1849. En conclusion, la inhibicion de la formacion de las UH impide la
activacién del LT, manteniendo bajos niveles de expresion de CD69, altos
niveles de expresion de CD62L e inhibiendo la secrecion de IL-2, similar a lo
que ocurre en los LT no activados.

Si la inhibicién de las UH en los co-cultivos afectan la activacién de los
LT CD4", entonces también deberia afectar la proliferacién de los LT. Para
evaluar esto, realizamos estos mismos experimentos con LT CD4*
ANDxB10.BR marcados con CFSE. Luego de 3 o 5 dias ia dilucién de CFSE en
los LT resultantes fue analizado por citometria de flujo para determinar
proliferacion celular. Los resultados muestran que al dfa 3 de co-cultivo los LT
activados en presencia de Oleimida no proliferaron, resultado similar al de los
LT co-cultivados con CDs, pero sin antigeno (Fig. 23). Sin embargo, al dia 5 de
co-cultivo observamos en los LT tratados con Oleimida 5 ciclos de division
celular en comparacién a ios LT de co-cultivos con antigeno en ausencia del
inhibidor donde se observa 7 ciclos de divisién celular (Fig. 23). Por Io tanto la
inhibicion de las UH entre los LT y CDs retarda el inicio de la proliferacion de los
LT. Cabe sefialar que la ausencia de CDs o de antigeno en los co-cultivos
impide completamente la proliferacién de los LT.

Estos resultados demuestran que la eficiente proliferacion de los LT
CD4" durante la presentacién de antigenos necesita de la formacién de UH

entre los LT y las CDs.
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Figura 20. El bloqueo de las UH inhibe la expresiéon de CD69 en los LT
CD4". CDs de bazo fueron co-cultivados con LT CD4* “ANDxB10.BR” y péptido
especifico por 16 hrs. (A) Expresion de CD69 por citometria de flujo en LT. (B)
El grafico muestra el porcentaje de LT CD4" CD69". (n=3). *p<0.01.
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Figura 21. El bloqueo de las UH mantiene la expresion de CD62L en los LT
CD4". LT CD4" “ANDxB10.BR” fueron co-cultivados con CDs de bazo por 72
hrs y se analizo la expresion de CD62L por citometria de flujo. (A) Histogramas
representativo de la expresion de CD62L en LT sin antigeno (panel izquierdo),
activado con antigeno en ausencia (panel central) o presencia de Oleimida 100
uM (panel derecho). (B) El grafico muestra el porcentaje de LT CD4" CD62L".
(n=3). *p<0.01.
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Figura 22. La inhibicién de las UH reduce la secrecién de IL-2 en LT CD4".
CDs de bazo fueron co-cultivados con LT CD4" por 16-20 hrs. sin antigeno, con
antigeno o antigeno mas inhibidores de las UH (Oleimida 100 pM, péptido 1848
y el péptido control 200 uM). Al cabo de este tiempo, se recolectaron los
sobrenadantes de los co-cultivos y se evalud la secrecién de IL-2 mediante
ELISA. (n=3). *p<0.01.
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Figura 23. La inhibicion de las UH afecta la proliferacion de los LT CD4".
LT CD4" “ANDxB10.BR” marcados con CFSE fueron co-cultivados con CDs en
ausencia o presencia de antigeno con o sin Oleimida 100 pM. La dilucién del
colorante CFSE en los LT fue evaluada por citometria de flujo a los dias 3 y 5.
Histogramas representativo de 2 experimentos independientes.
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Efecto de los inhibidores de las UH en la activacion policlonal de los LT v en el

fenotipo de las CDs durante los co-cultivos.

Para descartar que el efecto de los inhibidores de las UH en la activacion
de los LT CD4* ANDxB10.BR, sea por un efecto directo sobre los linfocitos,
realizamos cultivos de LT activados policlonalmente con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28, en presencia o ausencia de Oleimida, el péptido inhibidor 1849 o el
péptido control 1849. Luega de 16 horas, analizamos la expresiéon de CD69
mediante citometria de flujo en los LT y la secrecion de 1L-2 mediante ELISA.
Como se observa en la figura 24, Oleimida y el péptido 1848 no tiene el efecto
sobre el porcentaje de LT que expresan CD69 o en la secrecion de IL-2. Esto
demuestra que la inhibicion de la activacién en los LT por Oleimida no ocurre
directamente sobre los LT, sino méas bien en la interaccion de los LT con las
CDs.

Por otro lado, para descartar que el efecto de Oleimida fuera sobre la
maduracion de las CDs afectando asi indirectamente la activacion de los LT,
CDs se co-cultivaron por 16 horas con LT CD4* en presencia de Oleimida.
Lluego de este tiempo, se analizd la expresién de los marcadores de
maduracion de las CDs (CD80, CD86, CD40 e I-A/I-E). Como se observa en la
figura 25, Oleimida no afecta la expresion de los marcadores de maduracion en
la CDs. Estos resultados en conjunto nos permiten sugerir que los inhibidores
de las UH actuan sobre dichas estructuras formadas entre CDs y LT afectando

la activacion de estos ultimos.
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Figura 24. Los inhibidores de las UH no afectan directamente la activacion
de los LT CD4". LT CD4" fueron activados con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 en presencia o ausencia de Oleimida 100 pM, péptido 1848 o péptido
1849 200 uM por 16 hrs, para posteriormente analizar la expresiéon de CD69 por
citometria de flujo y se recolectaron los sobrenadantes de los cultivo para medir
IL-2 por ELISA. (A) Histograma de la expresion de CD69 en LT CD4". (B)
Gréfico de la secrecion de IL-2 de los cultivo. (n=3). *p<0.01.
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Figura 25. Los inhibidores de las UH no afectan el fenotipo de las CDs
durante los co-cultivos. CDs fueron co-cultivadas con LT CD4"
“ANDxB10.BR” en presencia o ausencia de Oleimida 100 uM por 16 horas.
Posteriormente, se analizd6 mediante citometria de flujo la expresion de MHC-II
(I-A/I-E), CD80, CD86 y CD40 en una ventana de células CD11c”. Histograma
de la expresion de MHC-II (I-A/I-E), CD80, CD86 y CD40 en CDs tratadas con
Oleimida (linea azul) o no tratadas (linea roja).
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DiscusiON

Papel de IL-4 en la requlacion del homing de los LT CD4" hacia la mucosa

intestinal.

El papel que juega IL-4 en el acondicionamiento de las CDs por parte de
los LT asociados a la mucosa intestinal se ha demostrado tanto in vifro como in
vivo (Alpan y col., 2004). Adicionalmente, se ha observado que esta citoquina
es capaz de inducir la expresion de CCR9 en los LT CD8" cuando son activados
con CD-LNM (Mora y col., 2005). A pesar de los distintos roles que cumple IL-4
en la mucosa intestinal, no se sabe si [L-4 afecta la regulacion de los receptores
de homing en los LT CD4" y cuales son los posibles mecanismos que estan
participando en la induccion de estos receptores. En esta tesis, demostramos
que IL-4 aumenta la expresion de CCR9 en los LT CD4® de manera dosis
dependiente (Fig. 3). Interesantemente, el efecto de esta citoquina en la
induccién de CCRS en los LT es a través de las CDs, debido a que CD-LNM
provenientes de ratones /i4ra-~~ no son capaces de inducir la expresion de
CCR9 en LT CD4", ni tampoco aumentar la expresion de este receptor cuando
IL-4 esta presente en los co-cultivos (Fig. 7). Por otro lado, IL-4 no tiene un
efecto significativo en la expresion de la integrina a4p7 en ambos modeios de
ratones utilizados en este trabajo (C57BL.6 y BALB/c). Estos resultados estan

de acuerdo con evidencias que sugieren que la induccion de los receptores

CCR9 y u4p7 pueden tener distintos requerimientos (Agace, 2006), ya que




existirian sefales que regularian especificamente a cada receptor, sefiales que
podrian ser dependientes o independientes del AR (lwata y col., 2004, Mora y
col., 2005, Agace, 2006). Por ejemplo, OX40 podria actuar en la regulacion de
o4P7 en los LT en forma independiente al efecto de IL-4 en la induccidon de
CCRY, tal como lo sugiere Agace (Agace, 2006).

Interesantemente, nuestros resultados muestran que CD-LNP purificadas
de ratones ANDxB10.BR, inducen la expresiébn de CCR9 en los LT CD4*
cuando los co-cultivos fueron realizados en presencia de IL-4 (Fig. 5). Si bien,
estas células no expresan el mMRNA de RALDH2, ni aumenta con IL-4 (Fig. 15),
se ha demostrado que expresan el mRNA de RALDH1 y RALDH2 (Fig. 2)
(lwata y col., 2004), sugiriendo que IL-4 estaria aumentando la expresién de
estas isoformas para producir AR en las CD-LNP y asi inducir la expresiéon de
CCR9enlos LT.

A través de los ensayo de migracion competitiva entre los LT activados
con CD-LNM provenientes de un raton {[4ra-/~- o control, podemos observar que
el aumento de CCR9 en los LT por IL-4 es necesario para una eficaz migracién
hacia la LP intestinal, sin embargo los LT CD4" activados con CD-LNM //4ra-/-
también son capaces de migrar a este sitio (Fig. 10 y 12). Estos resultados
apoyan la hipétesis que la migracién de LT CD4" a la mucosa intestinal puede
ser dependiente o independiente de CCR9 (Stenstad y col., 2006). Ademas

debemos destacar que en la LP de ratones controles BALB/c existen ambas

poblaciones de LT, es decir CCR9" y CCR9 (Fig. 11). Una de las moléculas que




puede estar involucrada en el homing de los LT hacia [a mucosa intestinal, es el
receptor CCR6, el cual se expresa en LT de LP y su ligando MIP3¢ esta
abundantemente expresado en el intestino grueso y en una menor proporcién
en la LP del intestino delgado (Varona y col., 1998, Lugering y col., 2003,
Stenstad y col., 2006).

Nuestros resultados in vivo demuestran que IL-4 es necesaria para la
expresion de CCRY, ya que enconframos pocos LT CD4" CCR9* en la LP de
los ratones /l4ra-/- (Fig. 11) y en LNM de ratones BALB/¢c inmunizados con CD-
LNM /M4ra-/- (Fig. 13). Interesantemente, los LT CD4" presentes en el timo de
los ratones fl4ra-/- expresan CCR9 de manera similar a los LT CD4" de ratones
coniroles. Esto sugiere que los mecanismos de induccion de CCR9 en timo y en
los OLS asociados a la mucosa intestinal serian distintos.

Por otra parte, cuando los ratones se inmunizan con la proteina
emulsionada en CFA, los LT CD4" obtenidos de LNM de ratones /l4ra-/-
expresan CCRO, incluso a niveles mayores que [os enconirados en ratones
controles (Fig. 14). Estos resultados nos sugieren que i) las CDs asociadas a
mucosa intestinal en un estado de inflamacién son educadas por sefiales
independientes de IL-4 ii) el mecanismo de induccién de CCR9 en los LT CD4*
en LNM bajo un estado de inflamacién serian similares a los mecanismos que
actdlan en los linfocitos para la induccidn de este receptor en el timo v iii) el
microambiente en el OLS estaria actuando directamente sobre el LT para

inducir CCR9 en un estado de inflamacién. Varios investigadores han propuesto
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que las sefiales producidas en el microambiente y la via de inmunizacién son
importantes en la induccién de homing en los LT (Johansson-Lindbom y col,,
2003, Dudda y col., 2004), ademas se ha demostrado que gran parte de la
mucosa intestinal expresa las enzimas necesarias para sintetizar el AR (lwata y
col., 2004), aunque no se ha demostrado la importancia de este microambiente
en la induccién de homing hacia dicho tejido en los LT.

En relacién al mecanismo por el cual IL-4 induce a través de las CDs la
expresion de CCR9 en los LT CD4", observamos que en el modelo C57BL6, IL-
4 aumenta la expresion del mRNA de RALDH2 en CD-LNM (Fig. 14), sugiriendo
que el efecto de IL-4 sobre la induccion del CCR9 en los linfocitos es a través
de la sintesis del AR. Sin embargo, en el modelo BALB/c observamos que IL-4
no tiene el mismo efecto sobre la expresiéon del mMRNA RALDHZ2 en CD-LNM de
ratones {i4ra-/- o controles (Fig. 15). Por otra parte, observamos que las CD-
LNP también expresan el mRNA de esta enzima (Fig. 15), sugiriendo que los
mecanismos de induccién de CCR9 en los LT por IL-4 en los ratones BALB/c y
C57BL6 son distintos. Sobre la base de las diferencias que puedan existir entre
ambos modelos, evidencias de la literatura (Guler y col., 1997, Filippi y col.,
2003, Alexander y Bryson, 2005) muestran que ratones C57BL/6 inducen en LT
preferentemente un fenotipo Th1 frente a determinadas infecciones, mientras
que ratones BALB/c inducen un fenotipo de tipo Th2 no protector frente al
mismo estimulo. Por lo tanto existirian propiedades genéticas que influenciarian
el tipo de respuesta inmune que se establece. Ademas, resultados recientes

han demostrado que las CDs de los ratones C57BL6 son capaces de producir
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dendritas transepiteliales que pueden sensar y capturar antigenos presentes en
el lumen del intestino, mientras que las CDs proveniente del mismo tejido, pero
de un ratén BALB/c no generan dichas estructuras (Vallon-Eberhard y col.,
2006). Ademas, se ha reportado que ambas cepas de ratones difieren en el
desarrollo postnatal de los foliculos linfoides aislados y de las criptas
intestinales (Hamada y col., 2002). La mucosa intestinal de los ratones BALB/c
presenta un alto nivel de expresion de la fosfolipasa A, que tiene una actividad

bactericida, produciendo un cambio en la composicién de la flora intestinal,

mientras que en el raton C57BL6 presenta una disrupcién genética en el grupo
de genes de secrecion de tipo Il de la fosfolipasa A, careciendo de esta enzima
en la mucosa intestinal (Harwig y col., 1995, Kennedy y col., 1995). Por ultimo [a
lamina propia de los ratones BALB/c contiene mas linfocitos B IgA* que los
presente en los ratones C57BL6 (Kamata y col., 2000). Las evidencias que
muestran las numerosas diferencias entre la mucosa intestinal de ambas cepas
de ratones, nos permite postular que IL-4 actlia a través de las CD-LNM para
incrementar la expresion de CCR9 en los LT CD4" por mecanismos distintos y
dependiente de la cepa de raton.

Resultados recientes han demostrado que IL-4 al actuar sobre la CD
induce un aumento en la produccién de IL-12, polarizando la respuesta de los
LT a Th1 (Yao y col., 2005), adicionalmente otros investigadores han

demostrado que gran parte de los LT CD4" CCR9* son productores de INF-

v (Kim y col., 2001, Papadakis y col., 2003, Saruta y col., 2007), sugiriendo que
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en la mucosa intestinal, IL-4 podria tener un efecto dual, inducir la polarizacién
de la respuesta inmune a Th1 e inducir la expresion de los recptores de homing.
Por otro lado, IL-4 es necesaria para generar tolerancia contra antigenos
administrado oralmente (Alpan y col., 2004), esta respuesta puede estar debida
a la induccién de [a sintesis de AR, ya que recientemente se ha demostrado
que AR producido por [as CDs de la mucosa intestinal sinergiza con TGF-B para
inducir T reguladores (Benson y col., 2007, Coombes y col., 2007, Sun y col.,
2007). Uno de los punto que cabe dilucidar es como IL-4 regula induccion de T
reguladores y T efectores en la mucosa intestinal.

Como se describié anteriormente en la introduccién, para ejercer su
funcién, [L-13 debe interactuar con la cadena o del recepfor de IL-4 y con la
misma cadena del receptor de IL-13, asi sobrelleva muchas funciones de IL-4
(Lutz y col., 2002). Por estos antecedentes, no descartamos que IL-13 tenga el
mismo efecto en la induccion de CCR9 en los LT CD4", ademés hay evidencias
de la expresion del mRNA de esta citoquina y de su receptor en la mucosa

intestinal (Mcdermott y col., 2005, Morimoto y col., 2006).

El papel de las UH en [a activacién de los LT CD4",

Esta tesis muestra por primera vez, evidencias de la formacion de UH
funcionales entre las CDs y los LT, en respuesta a la presentacion de
antigenos. Cuando co-cultivamos CDs de bazo con LT, observamos que existe

acoplamiento heterocelular entre las dos poblaciones. Ademas el antigeno es
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requerido para la formacion de dichas estructuras, indicando que la
presentacion de antigenos por las CDs genera un ambiente apropiado para la
formacion de las UH (Fig. 18). En relacion al papel funcional que cumplen las
UH, demostramos que estas son necesarias para una eficaz activacion y
proliferacion de ios LT. Estos resultados sugieren que las UH entre CDs y LT
soh importantes para una efectiva respuesta inmune.

Nuestros resultados muestran que los co-cultivos de LT con CDs en
ausencia de antigeno no forman acimulos heterocelulares, ademas los co-
cultivos que fueron realizados en presencia de antigeno, forman actmulos
celulares tal como describe Benvenuti (Benvenuti y col., 2004). Adicionalimenite,
el curso temporal de acoplamiento entre CDs y LT fue desde las 4 horas hasta
las 24 horas, similares a los cursos temporales de interaccion entre CDs y LT
descritas por otros grupos (Benvenuti y col., 2004).

Debido a que la conexina es la subunidad fundamental para la formacién
de las UH, evaluamos la expresion de la conexina 43 en nuestros co-cultivos.
Nuestros resultados muestran que tanto LT como CDs expresan esta subunidad
de las UH (Fig. 19), confirmando antecedentes previos que han demostrado que
LT obtenidos de amigdala o de sangre, expresan las conexinas 40 y 43
(Oviedo-Orta y col., 2000, Oviedo-Orta y col., 2001) y que CDs diferenciadas a
partir de médula 6sea y activadas con LPS en presencia de INFy mas TNFo

expresan las conexinas 43 y 45 (Matsue y col., 2006, Corvalan y col., 2007,
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Mendoza-Naranjo y col., 2007). Adicionalmente otras conexinas podrian estar
participando en las UH formadas entre CDs y LT.

Para la evaluacién el papel que tiene las UH entre CDs y LT en Ia
activacion del LT, evaluamos distintos parametros i) la induccion temprana de
CD69 i) la reduccién de CD62L como simbolo de activacion de los LT, i) la
secrecion de IL-2 y por dltimo iv) la proliferacion de los LT (Inaba y Steinman,
1986, Monks y col., 1997, Monks y col., 1998, Dustin y Cooper, 2000). En todos
los casos observamos una drastica inhibicion de la activacion de los LT al inhibir
la formacion de las UH en los co-cultivos, sin embargo al dia 5 de los co-
cultivos, los LT proliferan en presencia de los inhibidores de las UH. Estos
resultados sugeririan que los inhibidores de las UH pueden ser degradados y
retomando de esta manera la activacion de los LT y su posterior proliferacion.

Para descartar un efecto directo de los inhibidores de la formacién de UH
sobre los LT, activamos los LT policlonalmente en ausencia de CDs. Nuestros
resultados demuestran que los bloqueadores no inhiben directamente la
activacion linfocitaria, sugiriendo que la posible formacién de UH homdloga
entre LT no afecta la activacion de estos, lo cual es contrario a lo reportado por
Saez y colaboradores (Concha y col., 1993) que mostraron que LT de sangre
periférica humana activados con concanavalina A forman UH las que al ser
inhibidas reducen drasticamente la activacion del LT. Estas diferencias pueden
deberse al origen de los LT (ratéon v/s humano) o a los diferentes métodos de

obtencién y activacion de los LT.
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Antecedentes previos han demostrado que las UH formadas entre CDs
son necesarias para una eficiente activacion de dichas celulas (Matsue y col.,
2006, Corvalan y col., 2007, Mendoza-Naranjo y col., 2007). Para estudiar el
efecto que tienen los inhibidores de UH sobre la CDs, evaluamos distintos
marcadores de activacion de la CDs. Nuestros resultados demuestran que no
existen diferencia en la expresion de los marcadores de activacion de las CDs
en los co-cultivos tratados con los inhibidores y los controles (Fig. 24). Las
diferencias entre nuestros datos y los de la literatura pueden deberse a i)
nuestros ensayos fueron realizados con CDs purificadas de bazo, mientras que
los otros grupos de investigadores utilizaron lineas cefulares de CDs o CDs
diferenciadas de médula 6sea, ii) en nuestros ensayos existié sélo un 10% de
acoplamiento por UH entre CDs (datos no mostrados) y el acoplamiento que
observamos entre CDs y LT fue debido a las sefiales producidas durante el co-
cultivo, mientras que en trabajos anteriores inducen el acoplamiento por UH
entre CDs mediante la activacién con LPS en presencia de INF-y mas TNF-c
(Eugenin y col., 2003).

;Las UH estarian regulando la activacién del LT in vivo? Aunque no
existe un modelo de raton deficiente en la conexina 43 en el cual se pueda
evaluar esta pregunta, en base a las evidencias que muestran la interaccion
entre la CDs y los LT durante la presentacion de antigenos en el OLS, ambos
tipos celulares mantienen un estrecho contacto celular manteniéndose este

contacto un par de horas, tanto en condicién de tolerancia, como en condicién
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de inflamacion (Shakhar y col., 2005, Zinselmeyer y col., 2005). Las UH podrian
jugar un papel importante en diferenciar el tipo de respuesta inmune, tolerancia
v/s inflamacidn, que se esta generando dentro OLS.

Las UH no son las Unicas comunicaciones intercelulares, recientemente
se ha descrito verdaderos tubos de membrana plasmatica Illamadas
nanotibulos, entre células dendriticas, macréfagos y células NK. Estas
estructuras no sélo dejan pasar moléculas desde el citoplasma, si no también
permiten el traspaso de proteinas de membranas (Onfelt y col., 2004, Watkins y
Salter, 2005). Si bien no se ha determinado el papel funcional de los
nanotibulos, esta estructuras pueden formarse entre la CD y el LT, y tener un
papel funcional durante la sinapsis inmunoldgica.

Varias interrogantes permanecen por ser dilucidadas, i) la identificacion y
cantidad de las moléculas gue son transmitidas intercelularmente entre CDs y
LT, ii) cuales de estas moléculas esta realmente involucrada en la activacién del
LT, iii) identificar otras subunidades de conexinas que pueden estar

participando en la formacion de UH entre CDs y LT.
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RESUMEN DE CONCLUSIONES

La unién de IL-4 a su receptor en las CD-LNM determina que éstas
células induzcan un aumento en la expresion del receptor de homing a mucosa

intestinal CCR9 en los LT CD4* in vitro.

Este efecto de la |IL-4 es especifico sobre la expresion de CCR9 en LT

CD4" ya que no afecta la expresidén del otro receptor conocido de homing a

mucosa intestinal a4p7 o la activacion del LT.

Esta interaccion de IL-4 con las CD-LNM es necesaria para una eficaz

migracién hacia la mucosa intestinal de los LT CD4".

El efecto de IL-4 sobre las CD-LNM se gjerce a través de su capacidad
de aumentar la expresion del mRNA de RALDH2 en CD-LNM de ratones
C57BL6. El hecho que IL-4 no afecta los niveles de mRNA de RALDHZ2 en CD-
LNM de ratones BALB/c sugiere que los mecanismos de induccién de CCR9 en

ambas cepa de ratén son distintos.
La presencia de antigeno es fundamental en el acoplamiento entre CDs y

|T. Este acoplamiento se debe a la formacion de UH entre las dos poblaciones

celulares, con la participacién de la conexina 43.

32



La formacién de estas UH aparece como fundamental en [a activacion y

proliferacion linfocitaria.
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