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RESUMEN

Las células dendriticas (DC) asociadas a la mucosa intestinal {(GALT-DC), tales
como las células dendrfticas de la ldmina propia o las DC del linfonodo mesentérico
(MLN-DC), son un factor clave en la regulacién del balance entre linfocitos T
reguladores Foxp3" y linfocitos pro-inflamatorios Th17. Ademds, ellas inducen
eficientemente la expresidn de los receptores de homing 0437 y CCR9 en células Ty B,
lo que les confiere a los linfocitos un tropismo preferencial por la mucosa intestinal.
Todas estas propiedades de las GALTD-DC, son atribuidas a su exclusiva habilidad de
producir dcido retinoico {RA) a partir de su precursor [a vitamina A. Dada la importancia
que tienen las GALT-DC en la regulacién de una respuesta inmune intestinal, una
pregunta clave, y que no ha sido resuelta alin, es como estas células adquieren la
capacidad de sintetizar el RA. Se ha documentado que la mucosa intestinal del intestino
delgado de los mamiferos, es uno de los pocos tejidos en el cual se produce RA
continuamente. Ademas, recientemente se describié que los precursores de las DC de
la lamina propia, provenientes de [a médula dsea, terminan su proceso de
diferenciacién en ese tejido. Por lo tanto, es muy probable que el RA module alguna de
las propiedades inherentes a las GALT-DC, tal como la expresidn de las enzimas
involucradas en su propia sintesis (RALDH). En este trabajo, utilizando el modelo
murino como aproximacion experimental, se muestra que DC generadas in vitro en
presencia de concentraciones fisioldgicas de RA (1-100 nM), tienen una menor
expresion de los marcadores cldsicos de maduracién: MHC-I, CD80 y CD86,
comparadas con DC control. Ademas, este fenotipo inmaduro se mantuvo intacto,
incluso después de la exposicion a estimulos patogénicos. Interesantemente, las DC
generadas en presencia de RA no produjeron la citoquina pro-inflamatorias IL-12 en
respuesta a lipopolisacérido. Sin embargo, se observé un aumento en la produccién de

IL-6, comparado con las DC control. Por otro parte, se demostré que el RA es capaz de
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inducir especificamente la expresion del gen que codifica para la enzima RALDH2
(Aldh1a2), tanto en DC generadas in vitro, como en DC aisladas de linfonodos no
asociados a la mucosa intestinal. Consistente con estos resultados, se encontrd un
mayor porcentaje de celulas con actividad enzimatica RALDH {determinado mediante el
ensayo de Aldefluor®) en las DC tratadas con RA, lo cual sugiere una mayor produccién
de RA por parte de estas células. Importantemente, este fendmeno ocurrié tanto in
vitro como in vivo, en DC aisladas de ratones tratados oralmente con RA. Ademads,
utilizando un modelo murino de deficiencia aguda de vitamina A (y por ende de RA}, se
demostré que las GALT-DC de estos animales tienen una menor expresion del mRNA
RALDHZ2 y una menor actividad enzimatica RALDH. Lo que a su vez, fue rescatado casi
totalmente por el tratamiento oral con RA. Sugiriendo que el RA es necesario y
suficiente tanto in vivo como in vitro, para la expresion y actividad de las enzimas
involucradas en su propia sintesis. Finalmente, la purificacién de la fraccién de GALT-DC
con actividad RALDH (células Aldefluor® positivas), permitié correlacionar directamente
la actividad RALDH con la capacidad de inducir los receptores de homing a intestino
0437 y CCR9 en linfocitos T. El cual es un proceso que requiere de la produccién de RA
por parte de las DC.

En conjunto estos resultados muestran que, el RA modula el fenotipo y
funcién de las DC, en donde el RA seria necesario y suficiente para conferirle a las
GALT-DC la capacidad de sintetizar esta molécula. De esta forma, el mismo RA
producido por las GALT-DC, actuando de manera autocrina, seria suficiente para
mantener la expresion de las enzimas involucradas en su propia sintesis mediante un

mecanismo de retroalimentacién positiva.
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ABSTRACT

Gut-Associated Dendritic Cells (GALT-DC), such as lamina propria dendritic cells
(LP-DC) or mesenteric lymph node dendritic cells (MLN-DC} are key factors in regulating
the balance between Foxp3™ T regulatory cells and Th17 pro-inflammatory
lymphocytes. In addition, they efficiently induce the expression of the homing
receptors a4B7 and CCRY in T and B cells, giving them a preferential tropism for the
intestinal mucosa. All these properties, are attributed to the cells’ unique ability to
produce retinoic acid (RA) from its precursor vitamin A. Given the importance of GALT-
DC in the regulation of intestinal immune responses, a key question that has not been
resolved yet, is how these cells acquire the ability to synthesize RA. It has been
documented that the small intestine of mammals, is one of the few tissues in which RA
is continuously produced. Also, it was recently described that LP-DC precursors, coming
from the bone marrow, ends their differentiation process in that tissue. Therefore, it is
very likely that the RA modules some of the inherent properties of GALT-DC, such as
the expression of the enzymes involved in their own synthesis (RALDH). In this work, we
show that DC generated in vitro in the presence of physiological concentrations of RA
{1-100 nM) have a lower expression of some of the classical maturation markers {(MHC-
I, CD80 and CD86), compared with control DC. Furthermore, this immature phenotype
remained intact, even after exposure to pathogenic stimuli. Interestingly, DC generated
in the presence of RA did not produce the pro-inflammatory cytokine [L-12 in response
to LPS. However, there was an increase in the production of [L-6, compared with
control DC. On the other hand, it was found that RA can specifically induce the
expression of the gene encoding for the RALDH2 enzyme (Aldhla2), both in vitro
generated DC and in DC isolated from lymph nodes not associated with the intestinal
mucosa. Consistent with these results, we found a higher percentage of cells with

RALDH enzyme activity (determined by the test Aldefluor®) in RA-treated DC,
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suggesting a higher production of RA by these cells. Importantly, this phenomenon
occurred both in vitro and in vivo in DC isolated from mice pretreated orally with RA.
Using a mouse model of acute deficiency of vitamin A (and thus RA), it was
demonstrated that GALT-DC from these animals have a decreased expression of
RALDH2 mRNA and a reduced RALDH enzyme activity. This in turn, was almost
completely rescued by an oral treatment with RA. This suggests that RA is necessary
and sufficient both in vivo and in vitro for the expression and activity of the enzymes
involved in its own metabolism. Finally, the purification of GALT-DC fraction that
showed RALDH activity (Aldefluor® positive cells), allowed for direct correlation of the
RALDH activity with the ability to induce the gut homing receptor a4f7 and CCROin T
lymphocytes, which is a process that requires the production of RA by the DC.

Taken together, these results show that RA modulates the phenotype and
function of DC, where the RA would be necessary and sufficient to confer the GALT-
DC ability to synthesize this molecule. Thus, the same RA produced by GALT-DC,
acting in an autocrine manner, would be sufficient to maintain the expression of the

enzymes involved in its own synthesis through a positive feedback mechanism.
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1. INTRODUCCION

La mucosa intestinal es la mayor superficie corporal expuesta al medio
ambiente. Se estima que el drea promedio de un humano adulto alcanza los 400 m? de
superficie (Tezuka & Ohteki 2010). A diferencia de otros epitelios, la mucosa intestinal
esta formada por una Unica y delgada monocapa de células columnares la cual separa
el lumen del intestino con el tejido conectivo o lamina propia (LP) del huésped (Artis
2008). Este sitio es la puerta de entrada de todo lo que ingerimos a través de la dieta y,
ademds, es el nicho de millones de microorganismos los que en su conjunto componen
la denominada flora comensal {Ley y col, 2006). Debido a la enorme carga de antigenos
presente en el [lumen del intestino, el sistema inmune se enfrenta al constante desafio
de mantener un adecuado balance homeostético entre tolerancia -hacia antigenos
dietarios y la flora comensal- e inmunidad -evitando la posible entrada y colonizacién
de organismos patdgenos-. Tanto componentes de la inmunidad innata como de la
inmunidad adquirida, participarian en la mantencién de este balance inmunolégico
(Arseneau y col, 2007). El quiebre de este equilibrio trae como consecuencia el
desarrollo de diversos trastornos inflamatorios intestinales, siendo los mas comunes y
documentados la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa (Nell y col, 2010; Xavier &
Podolsky 2007). Bajo determinadas condiciones patolégicas, dos de los mecanismos
celulares que permiten explicar el desarrollo de estas enfermedades son la migracién o
homing anormal de los linfocitos T (LT} inflamatorios hacia la mucosa intestinal {Agace
2008; Eksteen y col, 2004; Mora 2008; Salmi & Jalkanen 2005; Xavier & Podolsky 2007),
y un desbalance entre ios LT reguiadores (LTreg) y los linfocitos Th17 (Abraham & Cho
2009; Bai y col, 2009; Eastaff-Leung y col, 2010; Kitani & Xu 2008; Seiderer y col, 2008).
En ambos casos, se produce como consecuencia una inflamacién exacerbada y
descontrolada de la mucosa intestinal. Recientemente, se demostré que las células

dendriticas (DC) asociadas a la mucosa intestinal (GALT-DC) mediante la produccién de




acido retinoico (RA}, podrian participar en ambos procesos. Por lo tanto, entender el
mecanismo por el cual las GALT-DC adquieren la capacidad para producir RA permitiria
el disefio de nuevas terapias que ayuden a combatir diversas patologias intestinales
humanas.

A [a fecha, existen pocos reportes en la literatura que documenten los factores
que regulan las enzimas involucradas en la generacion de RA por las GALT-DC, por lo
que en este trabajo se estudié la existencia de un posible mecanismo de
retroalimentacién positiva gatillado por el mismo RA y, ademas, analizamos como esta

molécula afecta el fenotipo de las DC utilizando como modelo de estudio el raton.




1.1 Homeostasis en la mucosa intestinal

El desarrollo del sistema inmune en el intestino de los mamiferos, esta
estrechamente ligado a la colonizacién bacteriana al momento del alumbramiento. La
asumida esterilidad del feto, se pierde instantaneamente al contacto con el canal
vaginal, y luego con el medio ambiente (Macfarlane & Macfarlane 2009). A pesar de la
enorme diversidad de microorganismos existentes, sélo unos pocos han sido exitosos
en colonizar el intestino humano. En total, constituyen un grupo de entre 500 a 1.000
organismos anaerdbicos, aerdbicos y aerdbicos facultativos, los cuales conforman la
denominada flora comensal {(Magalhaes y col, 2007; Pedron & Sansonetti 2008). La
combinacidn de al menos tres mecanismos distintos de proteccion o control
inmunoldgico, han permitido explicar como el sistema inmune funcionaria a nivel de la
mucosa intestinal (Hooper & Macpherson 2010). El primero de ellos, el cual evita el
contacto fisico entre los microorganismos y el epitelio intestinal, esta mediado por la
produccion de mucus (Johansson y col, 2008), la secrecién de proteinas con actividad
anti-microbiana (Guani-Guerra y col, 2010; Meyer-Hoffert y col, 2008), y la produccidn
de inmunoglobulinas de tipo A (IgA)} por células B plasmaéticas. El segundo punto de
control, esta dado por una eficaz deteccion y destruccién de los organismos patdgenos
que logren penetrar la barrera epitelial, el cual esta mediado por macréfagos y
monocitos intestinales (Kelsall 2008). Finalmente, la presencia de LTreg en el intestino
permite un adecuado control de una respuesta inmune de tipo inflamatoria Thl y/o
Th17 (Barnes & Powrie 2008). Sin embargo, de ocurrir una disrupcién en la barrera
intestinal ya sea por un patdgeno o un compuesto irritante, esto tendra como
consecuencla -entre otras- la activacion de las DC residentes en ese lugar, lo que
resultard a su vez en un aumento en la expresién de ciertos receptores de
quimioquinas (tales como CCR7 y CXCR4) y de moléculas involucradas en la
presentacion de antigenos a los linfocitos, tales como: MHC-1i, CD80 y CD86. Esta serie

de cambios es cominmente denominada como maduracién de las DC. De esta manera,




y con el antigeno en su interior, las DC “maduras” migran a través de la linfa hacia el
6rgano linfoide mads cercano. En este lugar, activaran de manera antigeno-especifica a
los linfocitos T y B, iniciando una respuesta inmune de tipo adquirida (Coombes &

Powrie 2008) (Fig. 1).
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Figura 1. Las células dendriticas son un factor clave para el inicio de una respuesta inmune
adquirida.

En la periferia, las células dendriticas (DC) presentes en el tejido terciario, se encuentran
principalmente en un estado denominado “inmaduro” (iDC), en el que expresan bajos niveles
de las moléculas: MHC-II, CD80 y CD86, entre otros marcadores. Estas iDC, son muy eficientes
en capturar antigenos. Sin embargo, bajo determinadas condiciones, las iDC sufren una serie de
cambios conocidos como “maduracion”, en el que aumentan la expresion de los marcadores
antes mencionados (1). Estas “DC maduras” (mDC), migrardn a través de la linfa hacia el
linfonodo secundario mas cercano (2), en donde presentaran a los linfocitos T y B, pequefios
fragmentos del antigeno anteriormente capturado (3). Luego, Unicamente los linfocitos
antigeno-especificos seran capaces de proliferar y diferenciarse en linfocitos T efectores (4), los
que a su vez son los encargados de ejecutar la respuesta inmune adquirida.




1.2  Células dendriticas: origen y funcién

Las DC son una poblacién especializada de células presentadoras de antigeno
que cumplen un rol clave durante el inicio de una respuesta inmune. Se encuentran
distribuidas en practicamente todos los tejidos del organismo, en pequeifias cantidades
en relacién a otras células, en donde funcionan como verdaderos centinelas frente a
todo tipo de antigenos, ya sean propios o extraiios (Banchereau y col, 2000). Sus
precursores, los cuales se originan en la médula dsea, migran a través de la sangre
colonizando los diferentes tejidos del organismo, y una vez alli, factores locales
permiten su diferenciacién terminal convirtiéndolas en las diferentes subpoblaciones
de DC descritas. Ademds, se cree que estos factores locales les conferirian ciertas
caracteristicas funcionales tejido-especificas (Liu & Nussenzweig 2010; Sigmundsdottir
& Butcher 2008). La expresion de los receptores para los factores de crecimiento GM-
CSF y FIt3L en los precursores de las DC de ratén, ha permitido una mejor
caracterizacion de estas células, tanto /n vitro como in vivo, ya que al cultivar estas
células con los ligandos de estos receptores, se obtiene un considerable aumento del
porcentaje de las DC presentes en cultivo, o en todos los drganos linfoides secundarios
de estos animales {Inaba y col, 1992a; Maraskovsky y col, 1996).

Las DC son un grupo heterogéneo en cuanto a la funcidon que desempefian
durante una respuesta inmune, lo cual podria depender del lugar donde ellas residen o
activan a los linfocitos (Dudda y col, 2005; Dudda & Martin 2004; Dudda y col, 2004;
Edele y col, 2008b; Neutra y col, 2001; Sheasley-O'Neill y col, 2007; Sigmundsdottir &
Butcher 2008). La expresion de diferentes moléculas en la superficie de estas células,
ha permitido su clasificacién en al menos tres poblaciones principales: DC residentes en
los linfonodos (Dominguez & Ardavin 2010), DC migratorias no asociadas a los
linfonodos (Helft y col, 2010), y DC plasmacitoides (Swiecki & Colonna 2010). La
principal funcién de los dos primeros grupos, es la mantencién de [a tolerancia frente

antigenos inocuos y la induccién de una respuesta inmune contra cualquier tipo de




patogeno. Por otra parte, las DC plasmacitoides se caracterizan por secretar grandes
cantidades de interferdn-alfa (IFNa) en respuesta a antigenos virales (Merad & Manz
2009). Generalmente, las DC se clasifican segtin la co-expresion de multiples proteinas
de superficie (Liu & Nussenzweig 2010). Sin embargo en el modelo murino, la expresion
de la integrina CD11c se usa como un marcador universal de estas células, ya que se
expresa -en mayor o menor medida- en todas las poblaciones de DC descritas hasta la
fecha.

Es generalmente aceptado, que el estado de maduracion de las DC tiene
consecuencias en el tipo de respuesta inmune efectora observada. En condiciones no
inflamatorias, las DC poseen un fenotipo inmaduro el cual seria importante para la
generacion y mantencién de un estado de tolerancia antigénica ai beneficiar la
generacion de LTreg, o bien al inducir un estado de anergia en estas células
(Banchereau & Steinman 1998; Laffont y col, 2010; Rutella y col, 2006; Steinman y col,
2003; Thomson 2010; Tisch 2010; Verginis y col, 2005). Ademds, la produccion de la
citoquina anti-inflamatoria interleuquina (IL}) -10 (IL-10) por parte de algunas DC
inmaduras, es capaz de inhibir la maduracion de otras DC cercanas (Fiorentino y col,
1991a; Fiorentino y col, 1991b; Monteleone y col, 2008) y a su vez, promover la
generacion de LTreg Foxp31L-10" y LTreg Foxp3'IL-10" (Xu y col, 2010; Yamazaki &
Steinman 2009). En cambio, y dependiendo de la naturaleza del antigeno involucrado,
las DC maduras producen un patrén de citoquinas mas bien de tipo inflamatorio, el cual
permite la generacion de respuestas Thl, Th2 o Th17 (Kapsenberg 2003; Littman &
Rudensky 2010). Por ejemplo, DC activadas por compuestos derivados de bacterias, tal
como el lipopolisacarido (LPS), producen la citoquina pro-inflamatoria IL-12, |a cual es
un factor polarizante hacia Thl en los linfocitos T CD4™ (LT CD4%). Por su parte, la
citoquina IL-6 en conjunto con el factor de crecimiento transformante beta (TGF-[3),
promueven la polarizacién de los linfocitos hacia un fenotipo Th17. Por lo tanto, la

expresion de MHC-Il, CD80 y CD86 por parte de las DC, y el patron de citoquinas




presentes al momento de la activacion de los linfocitos, parecen ser factores claves
para el desarrollo y tipo de respuesta inmune adquirida.

Ademds de activar eficientemente a los LT virgenes, las DC también determinan
el patrén de'migracién o homing de los linfocitos, mediante la induccion de distintas
moléculas en la superficie de ellos. Es asi, como las DC de los linfonodos periféricos
asociados a piel (PLN-DC) inducen en los LT la expresién de los ligandos de E- y P-
selectinas, los cuales a su vez permiten la migracidn especifica de los linfocitos hacia la
piel (Tietz y col, 1998). En cambio, las DC de la lamina propia (LP-DC), del [infonodo
mesentérico (MLN-DC), o de las placas de Peyer {PP-DC), inducen la expresién de la
integrina a4p7 y el receptor de la quimioquina 9 (CCR9) en los linfocitos Ty B, las cuales
son moléculas necesarias para la migracion de los linfocitos hacia el intestino delgado
(Ng y col, 2010a). Por lo tanto, y dependiendo del lugar de procedencia de la DC {piel o
mucosa intestinal), los LT adquieren diferencialmente la expresién de los receptores de
homing en su superficie. Actualmente, se sabe que el acido retinoico (RA) -producido
casi exclusivamente por las GALT-DC- induce un patrén de receptores de homing a
intestino en los linfocitos T y B, inhibiendo al mismo tiempo, la expresion de los
receptores de homing a piel (Hamann y col, 1994; Iwata 2009; Iwata y col, 2004;
Jaensson y col, 2008; Johansson-Lindbom & Agace 2007; Kantele y col, 1999; Mora y
col, 2003; Mora & von Andrian 2006; Stagg vy col, 2002; Svensson y col, 2002).

1.3  Células dendriticas asociadas a la mucosa intestinal y produccion de acido
retinoico

Las GALT-DC, son un conjunto particular de DC que residen principalmente en la
LP del intestino y en las capas musculares y serosa del peritoneo. También estan
presentes en las PP y en el MLN. Todas ellas comparten propiedades tnicas que las
distinguen de sus contrapartes asociadas a PLN. Entre estas caracteristicas se cuentan:

la induccién de un patrén especifico de receptores de homing a intestino en linfocitos T




y B; la capacidad de favorecer la produccién de IgA en células B; y [a modulacién del
balance LTreg/Th17. El factor comun detras de estos tres fendmenos, reside en la
habilidad por parte de las GALT-DC de producir RA. En particular, se demostré que la
expresion de las enzimas retinal deshidrogenasas (RALDH) por las GALT-DC, esta
asociado con la capacidad de producir RA (Ilwata 2009; Ng y col, 2010b; Tezuka &
Ohteki 2010).

En ratén, la expresién de la integrina aEB7 (CD103) define un subconjunto
particular de LP-DC {del Rio y col, 2010a), el cual ha sido involucrado en la captura y
transporte de antigenos intestinales hacia el MLN (Schulz y col, 2009). Lugar en el cual,
a través de la sintesis de RA, favoreceria la induccién de LTreg Foxp3* mediada por TGF-
B. Por esta ultima razdn, se cree que estas DC cumplen un rol clave en la generacién de
la tolerancia hacia antigenos orales (Bogunovic y col, 2009; Matteoli y col, 2010; von
Boehmer 2007). Recientemente, se describid la existencia de esta subpoblacién de DC
también en humanos (del Rio y col, 2010a; Jaensson y col, 2008).

La sintesis del RA (Fig. 2) en GALT-DC, es mediada por dos conjuntos distintos de
enzimas. En una primera etapa, la vitamina A o retinol es oxidado -de manera
reversible- dando origen a una molécula de retinal. Esta reaccién es catalizada por una
subfamilia de las enzimas alcohol deshidrogenasas {ADH). Las diferentes isoformas de
las ADH (ADH1, ADH2, ADH3, ADH4), son expresadas ubicuamente en la mayoria de los
tejidos, por lo que se asume que la produccién de este intermediario esta limitada
tnicamente por la disponibilidad de su sustrato. En una segunda etapa, un conjunto
distinto de enzimas pertenecientes a la familia de las aldehido deshidrogenasas (ALDH},
las que se expresan en células de ciertos tejidos del organismo, oxidan el retinal -esta
vez de manera irreversible- para producir el RA {(Manicassamy & Pulendran 2009; Pino-
Lagos y col, 2008b). Por lo tanto, se postula que la expresion selectiva de las enzimas
ALDH es el paso limitante en la sintesis de RA, lo cual permitirfa modular una respuesta

inmune de manera tejido-especifica (Duester y col, 2003).




SINTESIS DEL ACIDO RETINOICO
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Figura 2. Sintesis del dcido retinoico a partir de sus precursores.

El esquema muestra una simplificacion de las vias de sintesis del acido retinoico actualmente
descritas. El retinol, es oxidado de manera reversible a una molécula de retinal por las enzimas
alcohol deshidrogenasas (ADH). A su vez, el retinal puede ser reducido a retinol por las enzimas
SDR (short-chain dehydrogenase/reductase). En una segunda etapa irreversible, el retinal es
oxidado por las enzimas retinal deshidrogenasas (RALDH), dando como resultado una molécula
de acido retinoico. Alternativamente, el acido retinoico puede ser producido a partir de -
caroteno por la accion de la enzima B-B-caroteno-15,15"-oxigenasa (BCO-1), o por la enzima
RPE65 (Retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein). El dietil-aminobenzaldeido (DEAB),

es un potente inhibidor competitivo de las enzimas RALDH.




En ratén, existen tres isoformas de las enzimas ALDH involucradas en la sintesis
del RA: RALDH1, RALDH2 vy RALDHS3, las cuales son expresadas diferencialmente por
ciertos tejidos y células del sistema inmune. Por ejemplo, MLN-DC y LP-DC expresan
principalmente la isoforma RALDH2 (codificada por el gen Aldhla2); PP-DC y células
epiteliales del intestino delgado expresan RALDH1 (codificada por el gen Aldhlal);
mientras que células del estroma de MLN expresan RALDH3 (codificada por el gen
AldhIa3) (lwata 2009; Johansson-Lindbom & Agace 2007). Aun se desconoce el
mecanismo involucrado en inducir la expresién diferencial de los genes RALDH en las
diferentes poblaciones de DC, pero se cree que el medio ambiente donde se

desarrollan estas células seria un factor clave.

1.4  Factores involucrados en la expresion de las enzimas RALDH en DC

Recientemente, se demostré que factores presentes en la mucosa intestinal y
en los linfonodos asociados a ella, pueden instruir a las DC confiriéndoles la capacidad
de inducir los receptores de homing 047 y CCR9, asi como de promover la
diferenciacién de LTreg Foxp3* (Dudda y col, 2004; Edele y col, 20083; llievy col, 2009a;
lliev y col, 2009b; Liu 2009; Yokota y col, 2009a). Todo lo anterior, residiria en la
capacidad de las GALT-DC para producir RA. Por esta razon, es posible proponer que /a
expresién de las enzimas RALDH en GALT-DC es consecuencia de uno o varios factores
presentes en la mucosa intestinal o en el MLN, ya sea durante la presentacion
antigénica o durante la diferenciacién de las DC, entre los cuales el RA parece ser una de
las opciones mds atrayentes. Consistente con esta idea, se demostré que los ligandos
de PPARY, los cuales estdn presentes principalmente en el intestino, promovian la
produccién de RA en DC a través del aumento en la expresién de las enzimas ADH y
ALDH (Szatmari y col, 2006). Evidencias de nuestro propio laboratorio, demostraron

que la 1L-4, una citoquina involucrada con la homeostasis de la respuesta inmune
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intestinal, aumenta la expresiéon del mRNA que codifica para la enzima RALDHZ en
MLN-DC (Afldhla2), y que esta citoquina seria necesaria in vivo para una expresion
normal de esta enzima en MLN-DC (Elgueta y col, 2008). Mis tarde, y complementario
a este trabajo, se demostré que el GM-CSF tiene un efecto sinérgico al de la IL-4,
aumentando todavia mas la expresion de las enzimas RALDH en DC generadas in vitro
con la citoquina FlIt3L, o purificadas de bazo (Sp-DC} (Yokota y col, 2009a). Ambos
estudios sugieren fuertemente que factores solubles presentes en el intestino serfan
necesarios para la expresién normal de las enzimas RALDH en DC. Sin embargo, en
ninguno de ellos se proveen evidencias directas que muestren a los putativos factores
moduladores como suficientes para inducir la expresion in vivo de estas enzimas. Por
otra parte, se reportd que DC porcinas generadas in vitro podian “capturar” el RA
presente en el medio de cultivo, y luego traspasarlo a los LT durante la presentacion
antigénica, induciendo de esta manera los receptores de homing a intestino en los
linfocitos (Saurer y col, 2007). Complementario a este grupo de evidencias
experimentales, resuftados de nuestro laboratorio y del laboratorio del Dr. Rodrigo
Mora (Harvard Medical School, Boston-USA), sugieren que el RA también es capaz de
aumentar 1a expresién del mRNA que codifica para la enzima RALDH2 en DC de ratén.
Por lo tanto, los efectos que tiene el RA sobre la funcionalidad de las DC son todavia

poco claros.

1.5  Vitamina A: captacién, almacenamiento y transporte hacia los tejidos

Los compuestos derivados de la vitamina A, denominados en su conjunto
como retinoides, juegan un papel importante durante el desarrollo, diferenciacion y
homeostasis celular de los mamiferos. Se estima que al menos 500 genes son regulados
directamente por diferentes tipos de retinoides (Balmer & Blomhoff 2002). La ingesta
alimenticia es la via natural de entrada de estos compuestos, ya sea como vitamina A

(retinol), o bien como pro-vitamina A {B-caroteno) (Theodosiou y col, 2010b). En los
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enterocitos, los diferentes retinoides son procesados y empacados junto con otros
lipidos y proteinas formando unas estructuras denominadas quilomicrones. Estos
complejos lipoproteicos difunden a través de la linfa para luego alcanzar la circulacion
sanguinea, permitiendo asi el transporte de los retinoides hacia el higado. Una vez en
este lugar, las células hepaticas estrelladas (HSC) transforman el retinol en su forma de
retinil éster, reaccion catalizada por la enzima LRAT (lecitin:retinol aciltransferasa). De
esta manera, los retinil ésteres son almacenados en el citoplasma de las HSC dentro de
unos seudo-organelos denominadas como “gotas lipidicas” (Blaner y col, 2009). la
enzima LRAT, se expresa en una gran variedad de tejidos y tipos celulares, Sin embargo,
es detectada en mayores niveles en el ojo, higado e intestino delgado. Ratones
deficientes en LRAT (LRAT") no pueden almacenar los retinoides en el higado y tienen
bajos niveles de retinil ésteres a nivel sistémico. Su fenotipo es muy similar al
encontrado en humanos con deficiencia en vitamina A, por lo que se considera como
un buen modelo para estudiar los efectos de la deficiencia de vitamina A en mamiferos
(O'Byrne y col, 2005). Cabe destacar, que si estos ratones se mantienen en una dieta
suplementada con vitamina A, la concentracidn de retinil ésteres detectado en el suero
es muy similar a los niveles normales, evitando asi causar una deficiencia crénica de
esta vitamina en el animal.

Cuando el retinol es requerido por el resto de los 6rganos, los retinil ésteres
almacenados en las HSC son hidrolizados por la enzima retinil éster hidrolasa (REH).
Una vez que el retinol se encuentra en su forma libre en el citoplasma de la célula, este
es capturado por [a proteina de union a retinol (RBP), y forma un complejo retinol-RBP
que permitira su posterior difusion a través de la sangre {Blomhoff y col, 1990). Al igual
que los ratones LRAT”, la carencia de la proteina RBP (RBP"') disminuye la
concentracion de retinoides detectados en el suero (Quadro y col, 2003). A la fecha, el
nico transportador especifico que media la entrada del complejo retinol-RBP hacia el
citoplasma de las células, es el receptor denominado STRAG. Este transportador se

expresa a nivel de la membrana plasmatica de distintos tipos celulares entre los que se
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incluyen: células del bazo, drganos reproductores masculino y femenino, timo, corazén,
pulmones, epitelio pigmentado de la retina y macréfagos (Kawaguchi y col, 2007). Sin
embargo, no existen reportes que describan la expresion de este receptor en DC. Una
vez dentro de las células, el retinol es metabolizado por las enzimas ADH y ALDH

produciendo el RA, tal y como se describié previamente.

1.6  Receptores de acido retinoico y sefializacion en el nacleo

Toda la seializacion a nivel génica asociada al metabolismo de la vitamina A, es
mediada por la union del RA a sus receptores nucleares, los que a su vez actlian como
factores de transcripcion. Existen dos familias de receptores de acido retinoico
descritas en vertebrados, los RARs (Retinoic Acid Receptors) y los RXRs (Retinoids X
Receptors), y cada familia consiste de al menos tres miembros {c, 3, 7). Los RARs,
pueden unirse a la forma all-trans y 9-cis del RA, en cambio los RXRs tienen una mayor
afinidad por la forma 9-cis del RA (Chambon 2005; Rochette-Egly & Germain 2009;
Theodosiou y col, 2010b), siendo la forma all-trans la que predomina biologicamente en
vertebrados. La expresion de las diferentes isoformas de los receptores de RA, ha sido
estudiada en DC humanas y de raton (Fritsche y col, 2000; Pino-Lagos vy col, 2008a), lo
cual sugiere que las GALT-DC, ademds de producir el RA, serian susceptibles a responder

a este metabolito.

Dada la importancia que tiene el RA en la respuesta inmune, este proyecto de
tesis investigd los efectos de esta molécula sobre el fenotipo y funcionalidad de las DC.
Para esto, se trabajo con DC de ratén, ya sea generadas in vitro, para evaluar
directamente los efectos del RA sobre el fenotipo de las DC, como también in vivo, para

extrapolar alguna de las conclusiones obtenidas.
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HIPOTESIS

En base a los antecedentes antes presentados, se postula la siguiente hipotesis:

“El acido retinoico modula el fenotipo y funcién de las células dendriticas. El cual,
mediante un mecanismo de retroalimentacién positiva, induce las enzimas

responsables de su propia sintesis (RALDH)".

OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del acido retinoico sobre la diferenciacion y funcionalidad de las

células dendriticas de ratén.
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OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar el efecto del RA sobre el fenotipo de DC generadas in vitro en presencia

de esta molécula.

2} Determinar el efecto ~in vitro e in vivo- del RA sobre [a expresién y actividad de

las enzimas RALDH en DC de ratén.
3) Determinar si DC de ratdn diferenciadas -in vitro e in vivo- en presencia de RA,

inducen los receptores de homing a intestino a4b7 y CCR9 en linfocitos T,

mediante la produccion de RA.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales
Los ratones utilizados en esta tesis se adquirieron en The Jackson Laboratory

(USA), o en Taconic Farms, Inc. (USA)}, y se mantuvieron en condiciones libres de
patégenos en el bioterio de la Fundaciéon Ciencia para la Vida, Santiago-Chile, o en el
bioterio del Hospital General de Massachusetts (MGH), Boston-USA. Todos los
experimentos que involucraron ratones, se realizaron de acuerdo a la normativa de
manejo de animales de CONICYT o del MGH, respectivamente.

Ratones C57BL/6 (B6): cepa de ratones de haplotipo b. Estos animales se utilizaron
para la generacién in vitro de DC (BMDC), para la purificacion de DC de linfonodos, v
para los experimentos de tratamiento oral con RA.

Ratones OT-I/RAGl"": cepa de ratones transgénicos de haplotipo b. Estos animales
poseen LT CD8" cuyo TCR reconoce exclusivamente un péptido de ocho aminoécidos
derivado de la proteina ovoalbtmina de pollo (OVA™"?*%; SIINFEKL) presentado en una
molécula MHC-I de haplotipo b (H-2K"). Ademds, son deficientes en el gen Ragl
(recombinase reactivating gene 1), por lo que no desarrollaran linfocitos T o B maduros.
Virtualmente todos los LT CD8" periféricos expresan el TCR transgénico. Estos animales
se utilizaron para la purificacién de LT CD8" de bazo, y posterior co-cultivo con BMDC o
DC.

Ratones OT-ll/RAGl"': cepa de ratones transgénicos de haplotipo b. Estos animales
poseen LT CD4* cuyo TCR reconoce exclusivamente un péptido de 17 aminoacidos
derivado de la proteina ovoalbimina de pollo (OVA*?®™?; ISOAVHAAHAEINEAGR),
presentado en una molécula MHC-Il de haplotipo b (I-Ab). Ademas, son deficientes en
el gen Ragl, por lo que no desarrollaran linfocitos T o B maduros. Virtualmente todos
los LT CD4" periféricos expresan el TCR transgénico. Estos animales se utilizaron para la

purificacién de LT CD4" de bazo, y posterior co-cultivo con BMDC.

16




Ratones OT-1I: cepa de ratones transgénicos de haplotipo b, que posee LT CD4" cuyo
TCR reconoce exclusivamente un péptido de 17 aminodcidos derivado de la proteina
ovoalbtimina de pollo {(OVA323%; |SQAVHAAHAEINEAGR), presentado en una molécula
MHC-Il de haplotipo b (I-Ab). Estos animales se utilizaron para la purificacién de
timocitos CD4", y posterior co-cuitivo con BMDC.

Ratones LRAT': cepa de ratones de haplotipo b, deficientes en la enzima LRAT. Estos
animales fueron donados por el Dr. William S. Blaner (Columbia University, Nueva York-
USA) como parte de una colaboracién con el laboratorio del Dr. Rodrigo Mora. Cuando
estos animales se alimentan con una dieta deficiente en vitamina A (VAD) por 1-2

meses, los niveles de retinoides son casi indetectables en todos los tejidos {= 0).

2.2 Reactivos y medios de cultivo:
Para la generacion in vitro de las DC (BMDC), se usé el factor estimulador de

colonias de granulocitos y macréfagos recombinante de ratén (rmGM-CSF; BD
Pharmingen™) a una concentracion final de 10 ng/mL en medio RPMI 1640 (GIBCO®)
suplementado con 10% de suero fetal de bovino inactivado por calor (FBS; Hyclone-
Thermo SCIENTIFIC). El medio de diferenciacion de las BMDC se suplementd con
diferentes concentraciones de acido all-trans retinoico {RA) (=98% HPLC; Sigma-Aldrich)
de acuerdo al tipo de experimento (ver leyenda de figura para mds detalles). El stock de
RA se prepard con etanol absoluto {(299%; Sigma-Aldrich) a una concentracién final de
2 mM, y se guardd a -80°C. Las diluciones se realizaron directamente en el medio de
cultivo correspondiente. Como control del solvente se usé etanol absoluto, agregando
un volumen idéntico al de RA usado.

Para la activacién antigeno especifica de los LT CD4™ o CD8*, se usaron los
péptidos OVA: ISQAVHAAHAEINEAGR o SINFEKL, respectivamente, ambos de la
compafifa New England Peptide (USA). Se utilizd una concentracién de 2,5 UM de
péptido OVA para la mayoria de los experimentos, a menos que se indique otra cosa. El

medio utilizado para los co-cultivos de DC y LT fue: IMDM + 10% FBS +
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2-mercaptoetanol (2-ME} 50 M + penicilina 20 U/mL + estreptomicina 20 pg/mlL
(ambos de GIBCO®).

2.3  Generacion in vitro de células dendriticas de médula ésea {(BMDC)
Las BMDC se generaron de acuerdo al protocolo original descrito por Inaba y

col. con ciertas modificaciones (Inaba y col, 1992b; Sauma y col, 2004), Brevemente,
células de la médula ésea de los huesos largos de las patas traseras de ratones B6 se
cultivaron en medio RPMI + 10% FBS + rmGM-CSF [10 ng/mL] a una densidad de 10°
células/mL en placas de 24 pocillos (p24). Al segundo y cuarto dia, se reemplazaron 800
KL de medio por 1 mL de medio fresco suplementado o no con RA (0,01-1000 nM final),
o con etanol absoluto como control del solvente. Al sexto dia de cultivo, las DC se
purificaron mediante seleccion inmunomagnética utilizando MACS® CD11c¢ y columnas

de seleccidn positiva de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec).

2.4  Expansion in vivo y aislamiento de las células dendriticas
Para aumentar el nimero de DC en los ratones, se utilizé el protocolo descrito

por Mora y cols. (2003). Brevemente, ratones B6 se inyectaron subcutdneamente con
10’ células del melanoma murino B16 secretoras de la citoquina Fit3L. Después de 12-
15 dias, los ratones se sacrificaron y los linfonodos se digirieron enzimaticamente con
liberasa CI [250 ng/mL] y DNAsa-l [50 pg/mL]} (Roche) en medio de cultive IMDM (sin
aditivos) por 40 minutos (min) a 37°C. Finalmente, las DC se purificaron

inmunomagnéticamente mediante MACS® CD11c (Miltenyi Biotec).

2.5 Purificacion inmunomagnética de las células dendriticas
Las BMDC se recuperaron mediante pipeteo y se lavaron con tampén MACS® (T-

MACS; PBS + EDTA [2 mM] + 5% FBS). Luego, las células se incubaron por 20 min a 4°C
en T-MACS + 30 1L de microesferas MACS® CD11c por cada 50x10° de células totales. Al
final de la incubacién, las células se lavaron con T-MACS y se continud de acuerdo a las
instrucciones del fabricante utilizando columnas de seleccion positiva LS (Miltenyi

Biotec).
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2.6  Activacion de las BMDC
Para inducir la maduracién de las BMDC, se utilizd lipopolisacarido (LPS)

(Escherichia coli, serotipo 055:B5, Sigma-Aldrich) a una concentracion final de
100 ng/mL en RPMI + 10% FBS por 24 horas a 37°C en placas p24 a una concentracion
de 10° células/mL.

2.7  Deteccidn de citoquinas intracelulares en BMDC
Para la determinar la produccion de citoquinas intracelularmente en BMDC [IL-

6, IL-10, IL-12{p40/p70) y p40(IL-12/1L-23}], se utilizd el kit Cytofix/Cytoperm™ de la
compaiiia Beckton & Dickinson. Brevemente, las BMDC se activaron por 4 horas a 37°C
con LPS [100 ng/mL] o con PamsCSK, {1 ug/mL]) en medio RPMI + 10% FBS en presencia
de golgistop™ (inhibidor del aparato de Golgi). El marcaje intracelular se continué de

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Beckton & Dickinson).

2.8  Tratamiento oral con RA
Los animales se alimentaron por via oral durante 5 dias seguidos con 200 L de

una solucién de RA [2 mg/mL] preparada en aceite de oliva virgen. Brevemente, el RA
(50 mg) se disolvié en 500 pL de dimetil sulféxido (DMSQ) (Sigma-Aldrich), y luego se
agregaron 24,5 mL de aceite de oliva virgen (Sigma-Aldrich). Como control de este
experimento, los animales se alimentaron con 200 UL de aceite de oliva virgen. Al dfa
siguiente de finalizado el tratamiento, se disecaron los diferentes linfonodos para su

posterior andlisis.

2.9 Inmunofenotipo y citometria de flujo {(FACS)
Para el marcaje de las células con anticuerpos, se usé medio IMDM (GIBCO®) + 2% FBS

+ EDTA [2 mM, pH= 8,0; Sima-Aldrich]. Brevemente, las células se incubaron en
oscuridad con las distintas mezclas de anticuerpos por 20 min a 4°C. Luego, las células
se lavaron una vez y se resuspendieron en PBS + 2% FBS para su posterior adquisicion
mediante FACS (FACSCanto™ 11 o FACScalibur™) Para el andlisis de los datos se

utilizaron los programas Cell Quest (BD Biosciences) o Flowlo.
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2.10 Anticuerpos y reactivos para citometria de flujo
Anticuerpos adquiridos a BD Pharmingen™: CD11c (HL3); CD80 (16-10A1); CD86

(GL1); I-A/I-E (M5/114.15.2): IAb (25-9-17); CD40 (3/23); B220 (RA 3-6B2); CD4 (RM 4-
5); CD8a, (53-6.7); IFN-y (XMG1.2); IL-10 (JES5-16E3); IL-12(p40/p70) (C15.6); LPAM-1
{integrin 0487 complex, DAKT32). Anticuerpos adquiridos a eBioscience: CD103 (M290);
CCR9 (CD199/eBioCW); p40(IL-12/IL-23) (C17.8); IL-6 (MP5-20F3).

Para determinar la viabilidad de las células por citometria, se utilizé el marcador
de apoptosis anexina V y el reactivo 7-AAD {ambos de BD Pharmingen™). En algunos
casos se usO también yoduro de propidio (P, Sigma-Aldrich) segin las

recomendaciones del fabricante.

2.11 Ensayo funcional de la actividad RALDH (Aldefiuor®)
El ensayo de Aldefluor® (StemCell Technologies) esta disefiado para la

identificacion de células con actividad enziméatica aldehido deshidrogenasa (ALDH®)
mediante FACS (Hess y col, 2004). Recientemente, se usd para la identificacion de DC
RALDH" (Schulz y col, 20089; Yokota y col, 2009c). Brevemente, las células se incubaron
por 15-30 min a 37°C en presencia del reactivo Aldefiuor®, y luego se lavaron con el
tampén provisto por el fabricante. La adicién de 4-dietil-aminobenzaldeido (DEAB)
durante el ensayo, el cual es un inhibidor competitivo de las enzimas ALDH (Mahmoud
y col, 1993; Russo y col, 1988), se usé como control para distinguir con precisién la
poblacién de células con actividad ALDH (Alde"}, de las células con baja o sin actividad

ALDH (Alde’).

2.12 Separacién de células dendriticas Alde' y Alde” mediante cell sorting
La fraccién de DC CD11c’ fue enriquecida mediante inmunoseleccion magnética

positiva (Miltenyi Biotec) a partir de MLN de ratones B6 (n=5). Luego, se realizé el
ensayo de Aldefluor®, tal y como se describié previamente (seccién 2.11). Las DC
fueron marcadas con los anticuerpos CD11c (PECy5.5) y CD103 (APC) por 15 min a 4°C

en el tampdn del ensaye de Aldefluor® segin las instrucciones del fabricante.
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Posteriormente, las fracciones CD103%Alde” y CD103*Alde* se separaron utilizando un
cell sorter de tres laseres FACSAriall perteneciente al Hospital General de

Massachussets (Boston-USA).

2.13 Extraccion de RNA y sintesis de cDNA para PCR en tiempo real
Para la extraccion de RNA y la sintesis de ¢cDNA, se usaron el RNeasy Mini Kit

(QIAGEN) y el iScript ¢cDNA synthesis kit {BIO-RAD Laboratories), respectivamente.

Ambos siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.14 PCR en tiempo real (qPCR)
Para evaluar la expresion del mRNA de las diferentes isoformas de los genes

RALDH (Aldh), se utilizaron sondas TagMan (Aldhial (Mm00657317_m1), Aldhla2
(MmO00501306_m1), Aldhia3 (MmQ00474049_m1l); Applied Biosystems), las cuales
fueron previamente validadas para su uso en qPCR. Para la cuantificacion relativa de los
transcritos se utilizé el método comparativo de los Ct, usando la expresion del gen -

acting para su normalizacién (Actinb {4352933)).

2.15 Purificacion de linfocitos T

Los LT virgenes se purificaron mediante inmunoseleccion positiva (Miltenyi
biotec) a partir del bazo de ratones OT-I/RAG1”u OT-II/RAGI”. Para esto,
esplenocitos totales depletados de globulos rojos, se incubaron por 15 min a 4°C con
microesferas MACS® anti-CD8 (#130-045-201) o anti-CD4 (#130-091-894), segln
corresponda. Posteriormente, las células se lavaron con T-MACS y se separaron
utilizando columnas de seleccién positiva LS de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Miltenyi Biotec). En algunos experimentos, se usaron como fuente de LT
CD4" virgenes, timocitos de ratones OT-Il depletados de células presentadoras.
Brevemente, el timo de ratones B6 se disgregd mecanicamente y luego los timocitos se
incubaron con el anticuerpo rat anti-mouse 1-Ab por 30 min a 4°C. Luego, se lavaron

con T-MACS y se incubaron con microesferas MACS® anti-rat IgG [#130-048-502] por 10
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min a 4°C. Para la separacién de los timocitos, se utilizaron columnas de seleccion

negativa LD siguiendo las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec).

2.16 Co-cultivos de células dendriticas y linfocitos T
Las DC (0.2x10° células/mL) y los LT (1x10° células/mL) se co-cultivaron a una

razén de 1:5 en medio IMDM + 10% FBS suplementado con 50 uM de 2-ME, 50 pg/mL
de gentamicina y 0.5 mg/ml de anfotericina-B (Fungizona®) a 37°Cy 5% de CO2, Parala
activacién de los LT CD8* OT-I/RAG1” se usé el péptido OVA™"?%* (SIINFEKL), y para los
LT CD4* OT-I/RAGL”" el péptido OVA*®3*° (ISQAVHAAHAEINEAGR) comprados a la
compaiiia New England Peptide™ (USA). Luego de 5 dias de cuitivo, las células se

recuperaron para el analisis por FACS.

2.17 Analisis estadistico
Todos los datos se analizaron usando el programa GraphPad Prism 5.0a, y son

presentados como el promedio + SEM. Para comparar dos grupos, se uso el test
estadistico t de student. Y para comparar 3 o mas grupos, se usé el test ANOVA. Los
resultados se consideraron como estadisticamente significativos cuando el P value fue <

0.05.
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3. RESULTADOS

31 El acido all-trans retinoico inhibe la expresion de MHC-II, CD80 y CD86 en
células dendriticas de ratén generadas in vitro con GM-CSF

Puesto que el objetivo principal de este trabajo fue el de evaluar los efectos que
tiene el RA sobre la funcionalidad de las DC, pero dado que existen reportes en la
literatura en los cuales el RA parece afectar la expresion de ciertos marcadores en las
DC humanas, decidimos evaluar primero, si este fenémeno también ocurria en DC de
ratdn. Para esto, células de médula dsea de ratones B6 se cultivaron con rmGM-CSF [10
ng/mL], sin o con diferentes concentraciones de RA. Al final del cultivo, se analizd el
fenotipo de las DC mediante FACS. Unicamente se observd una disminucién en la
viabilidad de las células cuando se usaron concentraciones mayores a 100 nM de RA
(500-1000 nM de RA, datos no mostrados). Por esta razén, todos los experimentos
siguientes se realizaron en un rango de concentraciones considerado como fisioldgico
[1-100 nM de RA] (lwata 2009; Kane y col, 2008; Theodosiou y col, 2010a; Wang y col,
2010). Al dia 6 de cultivo y previo a la purificacion de las DC, se obtuvo
aproximadamente un 60% de células CD11c” tanto en la condicién control (etanol)
como en la condicion con RA (Fig. 3A). Ademas, 1a viabilidad celular (evaluada mediante
el marcaje con anexina V y el reactivo 7-AAD), no mostré diferencias significativas en
los cultivos tratados con RA con respecto al control. Sin embargo, en las células
tratadas con RA, se observé una leve tendencia a disminuir el porcentaje de células

anexina V' y 7-AAD" (Fig. 3B).
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Figura 3. Concentraciones fisioldgicas de RA no afectan la generacion in vitro de DC.

Las BMDC fueron generadas a partir de células de médula dsea de ratones B6 cultivadas por 6
dias con rmGM-CSF [10 ng/mL] en ausencia (CTRL), o presencia de diferentes concentraciones
de RA. Al final del cultivo y previo a la purificacion de las DC, se evalud la expresion del
marcador CD11c por FACS. (A) histogramas representativos del porcentaje de células CD11c
obtenidas bajo las diferentes condiciones de cultivo (n=5). (B) graficos representativos del
analisis de viabilidad de los cultivos de BMDC (n=5).
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Interesantemente, las DC generadas en presencia de RA (BMDC™) mostraron un
fenotipo mas inmaduro que la condicién control (BMDC*™), encontrandose un menor
porcentaje de células CD11c" que expresaban los marcadores cidsicos de maduracién
de DC: MHC-1I, CD80 y CD86 (Fig. 4A). Este cambio en el fenotipo se mantuvo cuando
las DC fueron generadas en presencia de 1, 10 6 100 nM de RA (Fig. 4B).
Concentraciones menores a 1 nM de RA no tuvieron efecto sobre estos marcadores
{(datos no mostrados). Cabe destacar que la expresion de otros marcadores fenotipicos
no relacionados con el grado de maduracién de las DC, tales como PD-L1 y PD-L2, no
cambiaron por la adicién de RA durante el cultivo (el 100% de las células CD11c" co-
expresaron el marcador PD-L1, y aproximadamente un 40% el marcador PD-L2; datos
no mostrados), lo que sugiere un efecto inhibitorio especifico del RA sobre la expresion

de los marcadores de maduracion en las DC.
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Figura 4. El RA inhibe la expresion de MHC-II, CD80 y CD86 en BMDC.

(A) BMDC generadas en ausencia (BMDC™™) o presencia de 100 nM de RA (BMDC™) fueron
purificadas mediante seleccion positiva (MACS® CD11c), y luego se analizd la expresion de
MHC-II, CD80 y CD86 por FACS. (B) graficos representativos del fenotipo de las BMDC luego de
la purificacion. (C) cuantificacion de los resultados mostrados en (B), en donde se grafico el
porcentaje de DC de mayor intensidad de fluorescencia para los distintos marcadores
analizados (n=5). El analisis estadistico se realizo mediante el test de ANOVA, vy las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas cuando el P value fue < 0.05.
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3.2  Células dendriticas de ratén generadas in vitro en presencia de acido all-trans
retinoico y tratadas con estimulos derivados de patégenos mantienen un fenotipo
inmaduro

Llas DC del intestino delgado se encuentran constantemente expuestas a
diferentes agentes patogénicos derivados de bacterias. Estos estimulos modulan las
propiedades funcionales de las DC induciendo cambios en el estado de maduracién de
ellas. En particular, el reconocimiento del LPS bacteriano por el receptor TLR-4,
aumenta la expresién de las moléculas MHC-I1, CD80 y CD86, e induce la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-1, IL-6, e IL-12 en DC. Teniendo en cuenta
que el RA generé DC con una baja expresion de los marcadores de maduracién
analizados (Fig. 4), se evalud entonces si este fenotipo se mantendria luego de activar
las células con LPS. Para esto, las DC generadas en ausencia o presencia de RA [100 nM]
se incubaron por 24 horas con LPS [100 ng/mL], y luego se analizé su fenotipo por FACS.
Como se esperaba, las BMDC®™®" mostraron un aumento de expresién en los
marcadores de maduracidn analizados, evidenciado por un aumento en el porcentaje e
intensidad media de fluorescencia de las poblaciones MHC-II*, CD80" y CD86"
-consideradas como DC maduras- (Fig. 5B). Sorprendentemente, las BMDC™
estimuladas con LPS mantuvieron el fenotipo inmaduro encontrado anteriormente (Fig.
4). Similares resultados se obtuvieron cuando se utilizé toxina del célera para madurar
a las DC. (datos no mostrados), el cual es un estimulo patogénico independiente del
receptor TLR-4. Estos resultados, sugieren que el RA favorece la generacién de DC con

un fenotipo inmaduro, el cual se mantiene luego de la activacién de las DC.
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Figura 5. BMDC generadas en presencia de RA son resistentes a la maduracion.

(A) BMDC ™ 0 BMDC™ fueron incubadas por 24 horas sin (NT= no tratadas), o con LPS [100
ng/mL], y luego su fenotipo se analizd por FACS. (B) graficos representativos del fenotipo de las
BMDC™ o BMDC™ tratadas o no con LPS. Los valores en negro vy rojo, corresponden al
porcentaje de células positivas y la intensidad media de fluorescencia de los marcadores
analizados, respectivamente. Estos resultados corresponden a un ejemplo representativo de al
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menos 3 experimentos independientes realizados.
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3.3  Células dendriticas de ratén generadas in vitro en presencia de acido all-trans
retinoico, no producen [L-12 ni IL-10, pero si IL-6 en respuesta a estimulos derivados
de patdogenos

Otra de las consecuencias de la activacion de las DC por estimulos patogénicos,
es la produccién de diversas citoquinas pro-inflamatorias las cuales estan involucradas
en la polarizacion de la respuesta inmune adquirida. Al evaluar en condiciones basales
la expresion intracelular de [L-12(p40/p70) (IL-12) en las BMDC, un mayor porcentaje
de las BMDC™™ produjo esta citoquina en comparacién a las BMDC™ -8% v/s 2%- {Fig.
6A, NT). Luego de 5 horas de incubar las BMDC con LPS {100 ng/ml], se cbservd un
considerable aumento en el porcentaje de la poblacion de BMDCY™ IL-12*. Por el
contrario, las BMDC™ no produjeron esta citoquina, encontrandose un porcentaje muy
similar a la condicién basal (Fig. 6, LPS). Las diferencias observadas, fueron
estadisticamente significativas (Fig. 6B).

Similar a lo observado con la expresion de la IL-12, un menor porcentaje de
BMDC™ produjeron la subunidad p40 de las citoquinas IL-12 e IL-23, luego del
tratamiento con LPS, o con el agonista del receptor TLR-1/2, PamsCSK; (Fig. 7A}). Sin

embargo, un porcentaje mayor de BMDC™

produjo la citoquina IL-6 en comparacion
con las BMDC™ (Fig. 7B), sugiriendo que el RA no tiene un efecto inhibitorio
generalizado sobre la produccidon de todas las citoquinas pro-inflamatorias. Por otra
parte, la expresion intracelular de IL-10 no fue detectada bajo ninguna de las

condiciones estudiadas.
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Figura 6. BMDC generadas en presencia de RA no producen IL-12 en respuesta a LPS.

(A) Se analizé la expresion intracelular de la citoquina IL-12 (p40/p70) por FACS en las BMDC

CTRL

o BMDC™ [100 nM] incubadas o no (NT: células no tratadas) por 5 horas con LPS [100 ng/mL].
(B) cuantificacién de los resultados mostrados en (A) (n=5). El andlisis estadistico se realizo
mediante el test de student. P value < 0.05.
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Figura 7. El RA favorece la generacion de BMDC productoras de IL-6.

La expresiéon de la subunidad p40 (IL-12/1L-23) (A), o de la citoquina IL-6 (B) fue analizada
intracelularmente por FACS en las BMDC®™ o BMDC™ [100 nM)] activadas por 5 horas con
Pam3CSK,4 [1 pg/mL] o LPS [100ng/mL]. NT: células no tratadas. Estos resultados corresponden

a un ejemplo representativo de 2 experimentos independientes realizados.

En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que el RA modula el
fenotipo y funcién de las DC modificando no solo la expresion de moléculas
involucradas en la presentacion antigénica (tales como MHC-II, CD80 y CD86), sino que

ademas a través del patron de citoquinas que ellas producirian en respuesta a

diferentes estimulos patogénicos.
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3.4 El acido all-trans retinoico induce [a expresion de 1a enzima RALDH2 en células
dendriticas de ratén

Luego de determinar la influencia del RA sobre el fenotipo de las BMDC, se
evalud si la expresion de las enzimas RALDH también podria ser modificada en estas
células. Con este fin, se evalud la expresion de los genes RALDH (Aldh) en DC generadas
en ausencia o presencia de RA. Las BMDC generadas en presencia de 10 6 100 nM de
RA (BMDC™), mostraron un significativo aumento en la expresién del mRNA Aldhia2
en comparacién a la condicién control {Fig. 8A). En cambio, la expresion de las

isoformas Aldhlal y Aldhla3 no fueron detectadas en ninguna de las condiciones

experimentales evaluadas (Figs. 8B y C).
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Figura 8. El RA aumenta la expresion de! mRNA AldhIaZ en BMDC,

La expresién del mRNA Afdh1a2 {A), Aldhlal (B), o Aldhia3 {C) fue evaluada mediante qPCR en
BMDC*™ o BMDC™ {n=3). BM: Bone Marrow, células de médula 6sea; ND: No detectado. El
analisis estadistico se realizé mediante el test de ANQVA, vy las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando el P value fue < 0.05.
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Luego de haber demostrado que el RA induce positivamente la expresion del
gen Aldhla2 en las DC generadas in vitro (BMDC), se evalud si esta expresion podria ser
inducida también en DC aisladas de diferentes linfonodos secundarios. Para esto, PLN-
DCy DC de bazo (Sp-DC), purificadas de ratones inyectados con el melanoma B16-FIt3L,
se incubaron por 16 horas en presencia de diferentes concentraciones de RA, y luego la
expresion del gen Aldhla2 fue evaluada mediante qPCR. Tanto PLN-DC (Fig. 9A) como
Sp-DC (Fig. 9B} tratadas con 10 6 100 nM de RA, expresaron mayores niveles del mRNA
Aldhla2 en comparacidn a la condicidn no tratada (Fig. 9, NT). En algunos
experimentos, se observd una similar tendencia para el mRNA Aldhlal, la cual no
siempre fue consistente {(datos no mostrados). Por otra parte, no se detectd la
expresidn del gen AldhZa3 bajo ninguna de las condiciones experimentales evaluadas
(datos no mostrados). Tomando juntos estos resultados, se concluye que el RA es capaz
de inducir la expresion del gen Aldhia2 tanto durante la diferenciacién de las DC
(BMDC), asi como en DC terminalmente diferenciadas, sugiriendo que la sola presencia
de este metabolito en el medio ambiente donde se desarrollan las DC, podria ser un

factor directo relacionado con la capacidad de producir RA por estas células.
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Figura 9. El RA aumenta la expresion del mRNA Aldhlia2 en PLN-DC y Sp-DC.

Se evalud la expresion del mRNA Aldhia2 mediante qPCR en DC purificadas de PLN (A) o bazo
(B), incubadas por 16 horas en medio de cultivo libre de suero suplementado con 10 é 100 nM
de RA (n=3). NT: células no tratadas. El andlisis estadistico se realizd mediante el test de
ANOVA, v las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el P value fue <

0.05.
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3.5 El acido all-trans retinoico aumenta la actividad enziméatica RALDH en células
dendriticas de ratdén

La actividad enzimética RALDH puede ser detectada in vitro mediante el ensayo
funcional Aldefluor®. Este ensayo se basa en el uso de un sustrato fluorescente el cual,
luego de ser especificamente metabolizado por las enzimas RALDH, se acumula en el
citoplasma de las células permitiendo su deteccion por FACS. Por ende, las DC que tiene
actividad RALDH (RALDH"), son células Aldefluor positivas (Alde®) en el citémetro, en
cambio las que no presentan actividad (RALDH’), son células Aldefluor negativas (Alde’}.

Ya que el RA indujo un aumento en la expresion del mRNA Aldhla2 en DC
diferenciadas in vitro, se evalud si este fenémeno se correlacionaba con un aumento en
la actividad RALDH. Consistente con los resultados anteriores que muestran un
aumento del mRNA que codifica para la enzima RALDH2 (Fig. 8A), BMDC generadas en
presencia de RA mostraron un mayor porcentaje de células Alde® con respecto a la
condicion control {Fig. 10A), lo cual fue estadisticamente significativo cuando se

utilizaron 10 6 100 nM de RA durante el cultivo (Fig. 10B).
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Figura 10. El RA aumenta la actividad RALDH en BMDC.
(A) la actividad RALDH se determiné mediante el ensayo de Aldefluor® en BMDC“™ o BMDC™,
El reactivo DEAB fue usado como control para identificar la poblacién de células Alde™. (B)
cuantificaciéon de los resultados mostrados en (A) (n=3). El analisis estadistico se realizd
mediante el test de ANOVA, y las diferencias se consideraron estadisticamente significativas

cuando el P value fue < 0.05.
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Luego, se evalu6 si el aumento del mRNA Aldhla2 encontrado en PLN-DCy Sp-
DC tratadas con RA exdgeno (Fig. 9), se correlacionaba con un aumento en la actividad
RALDH de estas células. Al igual que las BMDC™, el tratamiento con RA indujo un
aumento en el porcentaje de DC Alde’ (Fig. 11). Ademads, y consistente con su
reconocida capacidad para sintetizar RA, MLN-DC mostraron un mayor porcentaje de
células Alde* que PLN-DC y Sp-DC en condiciones basales (Fig. 11, NT), el cual también
aumento luego de la incubacién con RA, indicando que el RA es suficiente, al menos in

vitro, para inducir la actividad RALDH en las DC de linfonodos secundarios.
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Figura 11. El RA aumenta la actividad RALDH en las DC de linfonodos secundarios.

La actividad RALDH fue determinada mediante el ensayo de Aldefluor® en DC aisladas de PLN,
bazo, o MLN incubadas por 16 horas en medio de cultivo libre de suero, suplementado con 100
nM de RA. Las regiones de analisis fueron ajustadas de acuerdo al control con el reactivo DEAB
(datos no mostrados). Graficos representativos de al menos 3 experimentos independientes
realizados.
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3.6 El tratamiento oral con acido all-trans retinoico aumenta la actividad
enzimatica RALDH en células dendriticas de ratén de linfonodos subcutaneos

Para evaluar si el RA puede inducir in vivo, |la expresion de las enzimas RALDH en
DC, ratones B6 fueron tratados por 5 dias con RA por via oral (500 pg/dia), y luego la
actividad de las enzimas RALDH fue ensayada por FACS (ensayo de Aldefluor®). Al igual
que en los experimentos in vitro (Fig. 11), se observo un aumento en el porcentaje de
las células CD11c Alde” tanto en PLN (Fig. 12A) como bazo (datos no mostrados) luego
del tratamiento oral con RA. Sin embargo, y a diferencia de lo observado anteriormente
(Fig. 11), los porcentajes de MLN-DC Alde® no variaron después del tratamiento oral

con RA (datos no mostrados y Figs. 12B y C).
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Figura 12. La administracién oral de RA es suficiente para inducir la actividad RALDH en PLN-
DC.

(A) ratones B6 fueron alimentados por 5 dias con RA [500 pg/dosis], o con aceite de oliva virgen
(CTRL). Al final de este periodo, se evalud la actividad RALDH por FACS en DC de diferentes
linfonodos. El inhibidor DEAB fue usado como control para identificar la poblacién de células
Alde”. (B) y (C) cuantificacion de los resultados mostrados en (A). En (C) se incluye el porcentaje
de DC Alde® determinadas en MLN luego del tratamiento con RA (n=2). Los graficos muestran
un resultado representativo de 3 experimentos independientes realizados, en el que se
combinaron DC aisladas de 2 ratones distintos.
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Ademas, y para complementar los experimentos de ganancia de funcion
realizados previamente (Fig. 12), se usaron ratones con una deficiencia aguda de
vitamina A para evaluar esta vez, si la sintesis in vivo de RA era necesaria para la
expresién normal de las enzimas RALDH en MLN-DC. Sin embargo, debido a que los
precursores del RA (retinol y retinil ésteres) son almacenados en el higado de los
ratones, una dieta deficiente en vitamina A no es suficiente para disminuir
significativamente los niveles sistémicos de RA. Por esta razdn, para estos
experimentos se usaron ratones deficientes en la enzima LRAT (I_RAT"), los cuales
tienen una deficiencia en el almacenamiento de retinoides en el higado. Estos ratones,
luego de ser alimentados por 1 6 2 meses con una dieta deficiente en vitamina A (dieta
VAD), presentaron bajos niveles de retinoides en el suero y diferentes tejidos {datos no
mostrados). Consistente con un rol fisioldgico del RA sobre la expresion génica y
actividad de las enzimas RALDH en GALT-DC, las MLN-DC provenientes de los ratones
LRAT? VAD mostraron una disminucién en ambos parametros con respecto a ratones
LRAT” mantenidos en una dieta normal (Fig. 13). Importantemente, cuando los ratones
LRAT?" VAD se suplementaron oralmente con RA, el porcentaje de células CD11c*Alde*
detectadas en MLN y PLN aumentd considerablemente. Llegando incluso a niveles
similares a los encontrados en ratones LRAT/ mantenidos en una dieta control {Figs.
13B y C). Estos resultados demuestran que el RA es necesario y suficiente para la

expresion in vitro e in vivo de las enzimas RALDH en las DC de ratén.
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Figura 13. El RA es necesario y suficiente para la expresién in vivo de RALDH2 en MLN-DC.

(A) la expresién del mRNA Aldhla2 fue evaluada por qPCR en DC de ratones LRAT"
alimentados por 2 meses con una dieta deficiente en vitamina A (dieta VAD), o con una dieta
control (dieta CTRL) (n=2). (B) la actividad RALDH fue evaluada por FACS en DC de PLN y MLN
aisladas de ratones B6, LRAT (dieta CTRL) o LRAT” (dieta VAD), que fueron alimentados por 5
dias con RA [500 pg/dosis], o con aceite de oliva virgen (CTRL). Las regiones de analisis fueron
ajustadas de acuerdo al control con el inhibidor DEAB (datos no mostrados). (C) cuantificacion
de los resultados mostrado en (B) (n=2). Los graficos muestran un resultado representativo de
2 experimentos independientes realizados, en el que se combinaron DC aisladas de 2 ratones
distintos.
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3.7 La actividad enzimatica RALDH en células dendriticas se correlaciona
directamente con la capacidad para inducir los receptores de homing a intestino
{047 y CCR9) en linfocitos T

Con el objetivo de correlacionar si las DC Alde” (RALDH} efectivamente producen
RA, se evalud si estas células inducfan la expresion de los receptores de homing 0AB7 y
CCR9 en LT, ya que se sabe que esta induccidn es dependiente de la produccién de RA
por parte de las DC (Eksteen y col, 2009). En condiciones no inflamatorias, la expresién
del gen Aldhla2 esta restringida principalmente a la fraccion CD11c*CD103" en MLN.
Ademds, esta es [a tnica poblacién de DC que produce RA in vitro (del Rio y col, 2010b).
Consistente con estas observaciones, la expresion del mRNA Aldh1a2 fue mayor en las
MLN-DC CD103"Alde” que en la fraccion CD103*Alde” (Fig. 14B). Interesantemente, las
Unicas células que indujeron la expresién de los receptores de homing a intestino o437
y CCR9 en los LT CD8, fue la poblacién de DC CD103Alde* (Fig. 14C), sugiriendo que la
expresién de la integrina CD103%, no es un marcador especifico de células DC dotadas
con la capacidad de producir RA, ya que MLN-DC CD103"Alde” no indujeron estos
receptores. Esto también ocurrid cuando se usaron LT CD4" {datos no mostrados). Cabe
destacar, que la induccién de los receptores de homing en los LT CD8" fue totalmente
dependiente de la sintesis de novo de RA, ya que al utilizar un medio de cultivo libre de
retinol (Fig. 15A), o bien al inhibir la actividad de las enzimas RALDH durante el co-
cultivo con DEAB (Fig. 15C), este fenémeno no ocurrié. Estos resultados muestran por
primera vez que la actividad RALDH (evaluada mediante el ensayo de Aldefluor®) se
correlaciona directamente tanto con la expresién del mRNA Aldhla2 como también
con la capacidad de las MLN-DC de producir RA, determinado por la induccién de

receptores de homing a intestino en LT.
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Figura 14. La actividad enzimatica RALDH en MLN-DC se correlaciona directamente con la
expresion del mRNA Aldhl1a2 y la capacidad para inducir los receptores de homing a intestino
047y CCR9 en los LT.

(A) la actividad RALDH fue evaluada en células totales de MLN de ratones B6 mediante el
ensayo de Aldefluor®. El inhibidor DEAB se usé como control para identificar la poblacion de
células Alde®. (B) la poblacién de MLN-DC CD11c" fue separada mediante cell sorting en las
fracciones CD103*Alde” y CD103"Alde’, y luego se determind la expresion del mRNA Aldhla2
por qPCR (n=2). (C) la produccién de RA por las MLN-DC CD103"Alde” y CD103*Alde’, fue
evaluada mediante la induccién de o437 y CCR9 en LT CD8" luego de 5 dias de co-cultivo en un
medio libre de suero suplementado con 50 nM de retinol. Las figuras (A) y (B) muestran un
experimento representativo en el que se combinaron células de MLN de 5 ratones distintos. En
la figura (C), los pgraficos muestran un resultado representativo de 3 experimentos
independientes realizados.
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Figura 15. La induccién in vitro de los receptores de homing o.4B7 y CCR9 en LT, depende de
la sintesis de novo de RA por parte de las MLN-DC.

MLN-DC CD103"Alde" y CD103"Alde” fueron co-cultivadas durante 5 dias con LT CD8" en un
medio libre de suero (A), o suplementado con 50 nM de retinol (B) y (C) en presencia de 100
nM de péptido OVA. Al final del co-cultivo, se evalud en los LT CD8" la expresion de o4p7 y
CCR9 por FACS. (C) expresién de a4B7 y CCR9 en los LT CD8" luego del co-cultivo con MLN-DC
CD103'Alde". El inhibidor DEAB fue usado como control para identificar la poblacion de células
Alde’. Como control positivo se agregd RA [10 nM] durante el co-cultivo. Los graficos muestran
un resultado representativo de al menos 3 experimentos independientes realizados

43




3.8 Células dendriticas generadas in vitro en presencia de acido all-trans retinoico,
inducen los receptores de homing a intestino 04B7 y CCR9 en linfocitos T

Finalmente, se investigd si las DC generadas in vitro en presencia de RA
(BMDC™) inducian en los LT, al igual que las MLN-DC CD103*Alde* (Fig. 14C), los
receptores de homing a intestino a4B7 y CCR9. Con este fin, BMDC*™" 0 BMDC® se co-
cultivaron con LT CD4" OT—II/RAGl'/ “en presencia de péptido OVA [2.5 uM], v luego de
5 dias se determind la expresién de los receptores de homing a intestino en los
linfocitos mediante FACS. Similar al efecto de las MLN-DC CD103%Alde” sobre los LT
CD4", las BMDC™ indujeron un mayor porcentaje de LT CD4" c4B7" y CCR9" que las
BMDC™, ya sea cuando se usaron LT CD4" de bazo (OT-II/RAGl'/ ) (Fig. 16A), o timo
(OT-1) (Fig. 16B). Sugiriendo que el RA, mediante un mecanismo de retroalimentacion
positiva sobre las enzimas RALDH, puede inducir su propia sintesis en BMDC.

Luego, se evalud si la administracion oral de RA era suficiente in vivo para
conferir a las DC de PLN la capacidad de inducir los receptores de homing a intestino en
LT CD8" (producir RA). Para esto, se purificaron PLN-DC y MLN-DC a partir de ratones B6
que fueron alimentados por 5 dias con RA [500 pug/dosis] o aceite de oliva virgen como
control del vehiculo del RA. Luego, las DC se co-cultivaron con LT CD8" OT-I/RAGl'/'en
un medio libre de suero suplementado con 50 nM de retinol. Como se esperaba, las
MLN-DC purificadas de ratones CTRL, o las de ratones alimentados con RA, indujeron
eficlentemente la expresién de «4B7 y CCR9 en los LT CD8" (Fig. 17A).
Importantemente, y en acuerdo con los resultados del ensayo de Aldefluor® obtenidos
previamente (Fig. 12}, las PLN-DC provenientes de ratones alimentados con RA,
indujeron un mayor porcentaje de los receptores de homing a intestino en los LT CD8*
con respecto a las PLN-DC provenientes de ratones CTRL. Efecto que fue totalmente
inhibido por [a adicién de DEAB durante el cultivo (Fig. 17B). Lo anterior sugiere que la
induccion de los receptores de homing es consecuencia de la sintesis de novo de RA por

parte de las DC, y no por un simple “transporte” del RA exdgeno.
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Figura 16. BMDC generadas en presencia de RA inducen los receptores de homing a intestino
a.4B7 y CCR9 en LT CD4".

BMDCA“™ o BMDC™ fueron co-cultivadas durante 5 dias con LT CD4" de bazo (n=2) (A) o timo
(n=5) (B) en presencia de 2,5 uM de péptido OVA. Al final del co-cultivo, se evalud en los LT
CD4' la expresion de o437 y CCR9 por FACS. En (B), se agregd RA [10 nM] como control positivo
lineas verdes. (C) cuantificacion de los resultados mostrados en (B) (n=5). El analisis estadistico
se realizd mediante el test t de student. P value < 0.05.
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Figura 17. La suministracién exégena de RA por via oral, promueve que PLN-DC adquieran la
capacidad de inducir en LT CD8" los receptores de homing a intestino a.4B 7 y CCR9.

DC purificadas de MLN (A) o PLN (B) de ratones que fueron alimentados por 5 dias con RA [500
ug/dosis] o con aceite de oliva virgen (CTRL), se co-cultivaron durante 4 dias con LT CD8+ en
presencia de 100 nM de péptido OVA. Al final del co-cultivo, se evalué en los LT CD8 la
expresion de 47 y CCRI por FACS. El reactivo DEAB fue agregado como control durante el co-
cultivo para inhibir la actividad de las enzimas RALDH. Los graficos muestran un resultado
representativo de 2 experimentos realizados, en el que se combinaron DC aisladas de 2 ratones

distintos.
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4. DISCUSION

El sistema inmune asociado a la mucosa intestinal, ha desarrollado diversos
mecanismos para mantener un estado de tolerancia frente a la flora comensal y
antigenos presentes en la dieta alimenticia. Bajo condiciones no inflamatorias, se ha
descrito que las LP-DC CD103" capturan antigenos presentes en el [lumen del intestino
delgado (Niess y col, 2005; Vallon-Eberhard y col, 2006) para transportarlos a través de
la linfa hacia el linfonodo mesentérico {Huang y col, 2000; Schulz y col, 2009), lugar en
el cual favorecen la generacién de LTreg Foxp3” gracias a su capacidad de producir RA
(Matteoli y col, 2010). Sin embargo, recientemente se reporté que como consecuencia
de una inflamacién intestinal, esta vez las MLN-DC CD103" derivadas de la LP del
intestino delgado favorecen una respuesta inflamatoria de tipo Th1 en desmedro de la
generacidn de LTreg. Este fenémeno se asocié a una disminucidn en la expresion del
mRNA de la enzima RALDH2 y de la actividad de la misma en estas DC (Laffont y col,
2010). Lo anterior, apoya la idea de que las propiedades funcionales de las GALT-DC, y
en particular la capacidad de producir RA, pueden ser moduladas por factores

presentes en el entorno de estas células durante el curso de una respuesta inmune.

4.1 Vitamina Ay el sistema inmune

Se estima que en mas de 50 paises del continente Africano y Asiatico, alrededor
de un 20% de la poblacién en edad pre-escolar y un 10% de las madres embarazadas,
sufre de algiin tipo de deficiencia de vitamina A (WHO, 2009). Esta condicién, tiene
como consecuencia una multitud de malformaciones en el feto durante su desarrollo
embrionario, asi como también un aumento de la susceptibilidad a infecciones por

bacterias, virus y hongos en el individuo adulto (Smith & Hayes 1987).
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En el sistema inmune de los vertebrados, la deficiencia de vitamina A causa un
desbalance en las respuestas de tipo Thl y Th2, favorecienda la produccién de IFNY por
parte de los LT CD4" efectores y disminuyendo a la vez la produccién de las
inmunoglobulinas 1gA, 1gG; e IgE (Cantorna y col, 1994; Stephensen y col, 2002).
Reciprocamente, altas dosis de vitamina A en la dieta aumentan la produccion de

citoquinas de tipo Th2 y la produccidn de 1gA (Cui y col, 2000; Racke y col, 1995).

4.2 Efecto del acido retinoico sobre las células dendriticas

Consistente con las observaciones en que el RA modula una respuesta inmune
adquirida, se reporté que los macréfagos de ratdn tratados con RA (tanto in vivo como
in vitro) disminuyen la produccion de IL-12 (citoquina polarizante hacia respuestas de
tipo Thl) en respuesta a LPS, lo cual favorecio ademas a respuestas de tipo Th2
(Cantorna y col, 1995; Kang y col, 2000). La misma tendencia fue observada en una
linea celular de monocitos/macréfagos humanos y en células mononucleares derivadas
de sangre de cordén umbilical de recién nacidos tratadas con RA (Wang vy col, 2007).
Consistente con todos estos resultados, en este trabajo se demostrd que las DC de
ratén generadas in vitro con rmGM-CSF en presencia de RA (BMDCY), producen
cantidades significativamente menores de IL-12(p40/p70) en respuesta a LPS (Fig. 6), lo
cual también disminuy6 a la mitad el porcentaje de LT CD4*IFNy" obtenidos luego de 5
dias de co-cultivo con estas BMDC™ {(datos no mostrados). Estos resultados concuerdan
con un reporte reciente en el que se usaron DC humanas diferenciadas in vitro en
presencia de RA (Jin y col, 2010; Wada y col, 2009). El efecto del RA sobre el fenotipo
de las DC humanas diferenciadas in vitro, ha sido intensamente estudiado en los
ultimos afios. Lamentablemente, se han encontrado resultados contradictorios con
respecto a la expresién de algunos marcadores de maduracion expresados por las DC.
Por una parte, se reportd que el RA incrementa la expresion de HLA-DR (MHC-1l} y de la

molécula co-estimulatoria CD86 en DC humanas generadas a partir de sangre periférica
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(Zapata-Gonzalez y col, 2007). En cambio, y similar a lo reportado en este trabajo (Fig.
4), existen antecedentes en la literatura que muestran que el RA influye negativamente
en la expresién de estas moléculas (Jin y col, 2010; Sousa-Canavez y col, 2009; Tao y col,
2006; Wada y col, 2009). Lo anterior, puede ser explicado por el uso de metodologias
diferentes en la obtencién y generacion de las DC, como por ejemplo, el uso de MACS®
CD14* para el enriquecimiento de los monocitos, 0 el uso de un gradiente de densidad
(ficoll-hypaque) para aislar las células mononucleares. Ademds, es posible que el
fenotipo de las DC (o su diferenciacion a partir de progenitores hematopoyéticos) sea
diferencialmente influenciado por concentraciones hajas, intermedias o altas de RA
dependido de cémo estas células hayan sido obtenidas. En nuestras manos, las BMDC
generadas en presencia de 1, 10 6 100 nM de RA, mantuvieron el mismo fenotipo
inmaduro, sin observarse un efecto dosis-respuesta frente a este metabolito. Por otra
parte, y al igual que lo reportado en otros trabajos (Altucci y col, 2001; Donato & Noy
2005; Engedal y col, 2008; Geissmann y col, 2003; Vuillaume y col, 2001; Watabe y col,
2002), concentraciones altas de RA (>500 nM) influyeron negativamente en la
viabilidad de los cultivos y nimero total de células obtenidas, probablemente por la
induccién de apoptosis en las DC inmaduras (Geissmann y col, 2003}). Por esta razon, es
que todos los experimentos descritos en esta tesis, fueron llevados a cabo utilizando un
rango menor de concentraciones.

Interesantemente, la ausencia de maduracién observada en las BMDCM
estimuladas con LPS (Fig. 5), podria explicar algunas de las propiedades tolerogénicas
de las GALT-DC reportadas previamente en [a literatura (Tisch 2010). Bajo condiciones
inflamatorias, las LP-DC diferenciadas en presencia de RA -ya sea de manera autocrina
o paracrina (lliev y col, 2009a; Lampen y col, 2000} podrian inducir en los LT de MLN un
estado de anergia, ya que estas MLN-DC tendrian bajos niveles de expresion de las
moléculas co-estimulatorias CD80 y CD86 (resultados de esta tesis) (Rutella y col, 2006;
Thomson 2010; Tisch 2010). Ademads, en apoyo con la idea de que el RA favorece la

generacién de DC inmaduras, se encontré un menor porcentaje de células CD11¢"MHC-
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II"y CD11c*'CD86" en PLN y MLN de ratones LRAT? VAD tratados por 5 dias con RA (Fig.
18, fila de abajo). Cabe destacar, que las PLN-DC y MLN-DC de los ratones LRAT? VAD
alimentados con el vehiculo del RA (aceite de oliva virgen) presentaron un fenotipo mas
maduro que las DC de ratones B6 (Fig. 18, histogramas rojos), sugiriendo que la falta de
RA -debido a la deficiencia de vitamina A- favorece la maduracion de las DC in vivo. No
obstante, el tratamiento oral con RA de los ratones B6 alimentados con una dieta
control, resulté en un aumento del porcentaje de las DC MHC-II* y CD86" en PLN y MLN
(Fig. 18). Ya que la administracion sistémica de RA (tratamiento oral), pudo haber
modulado de manera indirecta el fenotipo de las DC, no se puede concluir
categdricamente acerca del efecto in vivo del RA sobre la maduracién de las DC con
este tipo de experimentos. Mas bien, estos resultados refuerzan la idea de que el
fenotipo de estas células es susceptible a los cambios en la concentracién de este
metabolito.

Por otra parte, las MLN-DC de los ratones LRAT”" alimentados con una dieta
VAD, expresaron con menor intensidad la molécula CD1d -glicoproteina de membrana
expresada en DC involucrada en [a presentacidn de antigenos lipidicos a células NKT-
que las MLN-DC de ratones LRAT”" alimentados con una dieta suplementada con
vitamina A. Ademas, cuando los ratones LRAT?” VAD se trataron oralmente con RA
durante 5 dias, los niveles de expresion de CD1d aumentaron significativamente,
llegando a ser incluso similares a los encontrados en los ratones wild type (datos no
mostrados). Estos resultados confirman las observaciones realizadas por Szatmari y col.
(2006), en el cual, utilizando un sistema in vitro, los autores del trabajo propusieron una

regulacién positiva de CD1d en DC mediada por el RA.
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Figura 18. Efecto in vivo del RA sobre el fenotipo de las DC de PLN y MLN

La expresion de MHC-Il y CD86 fue evaluada por FACS en DC de PLN (A) y MLN (B) aisladas de
ratones B6 (dieta CTRL) o LRAT' (dieta VAD), que fueron alimentados por 5 dias con RA [500
1g/dosis] (histogramas de color azul), o con aceite de oliva virgen (histogramas de color rojo)
(n=2). Los histogramas muestran un resultado representativo de 2 experimentos
independientes realizados.

Se ha descrito que el RA favorece la migracion de las DC hacia los linfonodos
mediante la induccion de la metaloproteinasa 9 (Darmanin y col, 2007; Lackey y col,
2008; Zaragoza y col, 2007), por lo que reciprocamente, es posible que una falta o
disminucioén en la concentracion del RA resultara en una mayor permanencia de estas
células en el intestino. No obstante, en ninguno de los experimentos realizados en este
trabajo se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de MLN-DC CD103"
(datos no mostrados), sugiriendo que la migracién de las LP-DC hacia el MLN, no se vio

afectada por la ausencia de RA (ratones LRAT”"VAD), o el tratamiento oral con RA.
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4.3  Acido retinoico y retroalimentacion positiva de las enzimas RALDH en DC

La capacidad de producir RA por las GALT-DC, dada por la expresion de las
enzimas RALDH, es probablemente una de las caracteristicas que mejor define
funcionalmente a estas DC. A pesar de que no existe evidencia in vivo de que las GALT-
DC produzcan RA, es claro que este metabolito cumple un rol fundamental para la
homeostasis del sistema inmune. A la fecha, se desconoce como y en qué lugar las
GALT-DC, especificamente LP-DC CD103" y MLN-DC CD103%, adquieren la capacidad
para sintetizar RA. Probablemente, factores presentes en el intestino -donde los
progenitores de las LP-DC terminan su diferenciacion- regulen positivamente la
expresién de estas enzimas. En acuerdo con este planteamiento, nuestro laboratorio
previamente demostré que la IL-4 -una citoquina que histéricamente ha sido asociada a
la mucosa intestinal {(Alpan y col, 2004; Everson y col, 1998; iwasaki & Kelsall 1999)-
induce un aumento en la expresion del mRNA Aldhia2 en MLN-DC, lo cual resultd en
una mayor induccién del receptor de homing a intestino CCR9 en LT CD4" (Elgueta y col,
2008). Prabablemente, esto se deba a un aumento de la produccion de RA por parte de
las MLN-DC tratadas con IL-4. Asimismo, se reportd un aumento en la expresion del
mRNA Aldhla2 y en la actividad RALDH cuando Sp-DC fueron incubadas con el factor de
crecimiento GM-CSF, lo cual ademas, tuvo un efecto sinérgico cuando las Sp-DC fueron
tratadas con IL-4 y/o LPS (Yokota y col, 2009b). Por otra parte, un modesto aumento en
la expresién de Aldhla2 se obtuvo cuando LP-DC CD103°CD11b™ fueron activadas in
vitro con flagelina, un ligando de TLR-5 (Uematsu y col, 2008), sugiriende que la flora
comensal y/o estimulos patogénicos también podrian contribuir a la induccién de las
enzimas RALDH en las GALT-DC.

A pesar de que en otros modelos experimentales el tratamiento con RA produjo
una inhibicion en la expresion de las enzimas RALDH (Elizondo y col, 2009;
Niederreither y col, 1997), los resultados reportados en esta tesis muestran una

significativa induccion de estas enzimas mediado por este metabolito (Figs. 8-13).
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Todos estos resultados sugieren que, mediante un mecanismo de retroalimentacidn
positiva en las GALT-DC, la expresion del mRNA para las enzimas RALDH podrfa
mantenerse en el tempo. Lo cual favoreceria la produccién de RA. Un mecanismo
similar fue propuesto por Lampen y col. (2000) para la sintesis del RA en la linea celular
epitelial de intestino humano Caco-2, en donde la expresién del mRNA AldhlaZ2
aumentd significativamente luego del tratamiento con RA (Lampen y col, 2000). Es
posible por tanto, que el RA -actuando de manera autocrina en las GALT-DC- mantenga
en el tiempo la expresion de las enzimas RALDH. Lo anterior implicaria, que la
produccién de RA se conservaria incluso una vez que las DC han emigrado de la LP hacia
el MLN. Reciprocamente, la disminucidn del mRNA Aldhia2 y el porcentaje de células
CD11c*Alde* encontrado en las MLN-DC de los ratones LRAT? VAD (Fig. 13), sugiere
fuertemente que los retinoides cumplen un rol modulador sobre su propia sintesis, a
través del control de la expresién de las enzimas RALDH, y que la vitamina A (y
probablemente el RA) es necesaria para la expresién de estas enzimas en las MLN-DC.
Ademas, el aumento en el porcentaje de las células CD11c*Alde® encontrado tanto in
vitro (Figs. 10 y 11) como in vivo (Figs. 12 y 13) luego del tratamiento con RA, refuerza
la idea de que esta molécula es suficiente para la expresién y funcionalidad de las

enzimas RALDH en DC.

4.4  Células dendriticas CD103" y expresion de las enzimas RALDH

A la fecha, el tinico marcador de superficie utilizado para identificar GALT-DC
capaces de producir RA, es la integrina CD103". Los resultados obtenidos en este
trabajo, mediante la separacién por cell sorting de las poblaciones de MLN-DC
CD103*Alde” y CD103"Alde’, permitié establecer claramente que el marcador CD103* no
define a una poblacién de DC funcionalmente homogénea, tal y como fue propuesto

previamente (Jaensson y col, 2008). Por otra parte, la expresion del mRNA Aldhla2 se
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correlacioné directamente con la actividad de las células Alde’, y con la capacidad de
inducir €47 y CCR9 en LT CD4" (Fig. 14).

Es importante destacar que en el MLN, la poblacion de DC que
mayoritariamente mostré la actividad enzimatica RALDH (CD11c’Alde’), fue la
poblacion de DC CD103" (Fig. 13B). Sin embargo, en PLN se observé la situacién
totalmente opuesta, en donde las células CD11c*Alde’ no expresaron la integrina
CD103 (Fig. 13A). Independientemente de la expresién de CD103, ambas poblaciones
de DC aumentaron su actividad RALDH luego del tratamiento oral con RA (Fig. 13}, lo
cual sugiere que no existiria un alto grado de especializacién en las DC para producir
RA, o dicho de otra manera, bajo ciertas condiciones cualquier DC seria capaz de
producir RA. Recientemente, resultados similares se obtuvieron al analizar una
poblacién de DC CD103" derivada de la piel de las orejas de ratones B6 {Guilliams y col,

2010).

45 Produccién de acido retinoico por GALT-DC, e induccién de receptores de
homing a intestino en linfocitos T

Experimentos realizados in vitro, han demostrado que tanto la forma 9-cis como
la all-trans del RA inducen directamente en linfocitos T la expresion de los receptores
de homing a intestino a4B7 y CCR9, tanto en LT CD4" (lwata y col, 2004), como en LT
CD8" {Svensson y col, 2008). Sin embargo, [a producciénrespecifica de estos isémeros
por parte de las GALT-DC tanto in vivo como in vitro, ain no ha sido determinada
(Svensson y col, 2008). Lo anterior, probablemente se debe a las pequefas cantidades
de RA producidas por las GALT-DC en cultivo, por o que la produccién de esta molécula
por las GALT-DC, ha sido histéricamente evaluada a través de la induccién de los
receptores de homing a intestino en linfocitos T después de un co-cultivo, metodologia
que fue empleada también en este trabajo (Figs. 14-17). El aumento en la actividad

RALDH observado en las DC tratadas con RA (Figs. 10-13), se correlaciond directamente
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con la habilidad de estas células para inducir las moléculas 047 y CCR9 en linfocitos T
CD4" y CD8". El uso del inhibidor de las enzimas RALDH durante el co-cultivo -DEAB-,
sugiere fuertemente que la induccion de los receptores de homing en los linfocitos T, se
debe a una sintesis de novo del RA, y no a un mero transporte del RA que se agregd
exégenamente durante el experimento. Ademas, al realizar el co-cultivo en un medio
libre de retinol -el precursor de la vitamina A-, la induccién de los receptores de homing
a intestino tampoco ocurrié (Figs. 14 y 17). En este sentido, es importante destacar que
el tratamiento por via oral con RA fue suficiente para inducir la actividad de las enzimas
RALDH en PLN-DC (Figs. 12 y 13), lo cuai ademds permitié que estas DC, las cuales
fisiologicamente no producen RA, indujeran ex vivo los receptores de homing a
intestino o4B7 y CCRY en LT CD8". Estos resultados, podrian ser de gran ayuda para
inducir de manera artificial una respuesta inmune dirigida a la mucosa intestinal, ya que
la administracion de RA (y eventualmente de vitamina A), podria ser utilizada como
terapia para combatir ciertas infecciones o patologias que afecten a la mucosa

intestinal.
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4.6 Modelo propuesto para la induccion de las enzimas RALDH en GALT-DC

En resumen, los resultados de este trabajo permiten proponer el siguiente

modelo ilustrado en la Fig. 19.

Modelo propuesto para la induccion
de las enzimas RALDH en GALT-DC

Médula Osea " Intestino Delgado )

Enterocitos

Progenitores
Hematopoyéticos :

RALDH* (?)

CD11c*CD103* | /
RALDH* ()
STRAG (?)

Figura 19. Las enzimas RALDH son inducidas por RA en las DC de lamina propia

Una vez que los precursores de las DC (Pre-DC) colonizan la lamina propia del intestino delgado
(Fig. 19, a), la produccion local de acido retinoico (RA) por los enterocitos (Fig. 19, b), induce la
expresion de la enzimas RALDH durante la diferenciacion de las DC (Fig. 19, c). Mas tarde,
mediante un mecanismo de retro-alimentacion positiva, el RA de manera autocrina (Fig.19, d)
mantiene la expresion de las enzimas RALDH. Este modelo, permite explicar como se
mantendria la produccién de RA en las DC una vez que estas han migrado hacia el linfonodo

mesentérico.
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5. CONCLUSIONES

El acido all-trans retinoico inhibe la expresion de MHC-II, CD80 y CD86 en células
dendriticas de ratén generadas in vitro con rmGM-CSF.

Células .dendriticas generadas en presencia de acido all-trans retinoico son
resistentes a la maduracién inducida por LPS, y mantienen un fenotipo inmaduro.
Células dendriticas generadas en presencia de acido all-trans retinoico, no producen
[a citoquina IL-12(p40/p70) en respuesta a LPS. Sin embargo, estas células producen
mayores cantidades de la citoquina IL-6.

El acido all-trans retinoico aumenta la expresion del mRNA Aldhla2 en células
dendriticas generadas in vitro con rmGM-CSF.

El acido all-trans retinoico induce in vitro la expresion del mRNA Aldhla2 en células
dendriticas de linfonodo periférico asociado a piel, bazo y linfonodo mesentérico.

El aumento del mRNA Aldhla2 en células dendriticas diferenciadas o tratadas in
vitro con acido all-trans retinoico, se correlaciona directamente proporcional con un
aumento en [a actividad de las enzimas RALDH (ensayo de Aldefluor®).

La separacion de las células dendriticas CD103*Alde” mediante cell sorting, permitié
la identificacién de una poblacién productora de acido retinoico, lo cual no se
correlaciond con la expresion de la integrina CD103 por estas células dendriticas.

El tratamiento in vitro o in vivo con acido all-trans retinoico, permitié que células
dendriticas no asociadas a la mucosa intestinal (PLN-DC) adquirieran la capacidad
para sintetizar de novo este metabolito.

La vitamina A, y probablemente el acido retinoico, son fundamentales para [a
expresion de las enzimas RALDH en células dendriticas aisladas de linfonodo

mesentérico.
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ANEXO

A continuacidn, se entrega un lista de las posibles publicaciones que los resultados de

esta tesis generarian en el futuro cercano:

1

Integrin and Cell Adhesion Molecules: Methods and Protocols, Chapter: “T cell
homing to the gut mucosa: General concepts and methodological considerations.
Jaime De Calisto, Eduardo 1. Villablanca, Sen Wang, Maria R. Bono, Mario
Rosemblatt & J. Rodrigo Mora. Methods in Molecular Biolog.

Vitamin A Deficiency Impairs Vaccine-Elicited Mucosal Cellular Immunity. David
R. Kaufman, Jaime De Calisto, Nathaniel L. Simmons, Ashley N. Cruz, Eduardo J.
Villablanca, J. Rodrigo Mora and Dan H. Barouch.

Crosstalk between MyD88 and retinoic acid pathways controls gut dendritic cell
specialization. Eduardo 1. Villablanca, Sen Wang, Jaime De Calisto, Daniel C. O.
Gomes, Maureen A. Kane, Joseph L. Napoli, William S. Blaner, Hiroyuki
Kagechika, Rune Blomhoff, Mario Rosemblatt, Maria Rosa Bono, Ulrich H. von
Andrian & J. Rodrigo Mora.
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