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BIOGRAFIA

Hace ya 25 afios ocurri6 el acontecimiento que me permite escribir estas lineas:
yo, Francisco Contreras Crenovich naci un dia viernes 1° de Julio de 1983. A partir de
ese momento me converti en el hijo menor de una familia compuesta por mis padres,
Mario y Lucia, y mis hermanos, Maria José y Nicolas. Desde muy pequefio comencé mis
estudios en el Colegio De La Salle de La Reina, establecimiento en el cual cursé doce
aios de enseflanza escolar, de los cuales atesoro grandes recuerdos y alin mantengo
grandes amistades. Destaco la formacion deportiva que recibi en mi ‘colegio,
particularmente en el handball, deporte que me llevé a conocer otros paises, conquistar
titulos nacionales y a formar parte de la seleccion nacional juvenil. Fue precisamente
durante estos Gltimos afios de formacion escolar en los cuales me senti atraido por las
ciencias biologicas, interés que me motivo a ingresar a la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile en el afio 2002.
Durante mi paso por esta Facultad he tenido la oportunidad unica de conocer profesores
de excelencia, aquellos cuyas ensefianzas van mas alla de lo netamente cientifico, y
compaifieros de carrera con los cuales compartimos momentos memorables. Y asi, a
noviembre de 2008, llego al momento de mi titulacion: el final de un camino que estoy

seguro desembocara en muchas otras rutas.
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3. RESUMEN

Aldosterona cumple un importaate rol en la regulacion de la presién sanguinea medianie
el aumento de la retencion de sodio y agua en el rifion. De acuerdo a esta funcion, el
elevado riesgo cardiovascular observado en pacientes con aldosteronismo primario (PA)
ha sido atribuido tradicionalmente al desarrollo de hipertensién en respuesta a elevados
niveles de aldosterona plasmética. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que
aldosterona promueve el dafio vascular de manera independiente al aumento en la
presion sanguinea, ya que pacientes que padecen PA sufren de mds evenios
cardiovasculares que individuos hipertensos que presentan concentraciones normales de
aldosterona circulante. Dado que las condiciones inflamatorias que conducen al
desarrollo de dafio vascular pueden ser promovidas por linfocitos T, el objetivo de esta
tesis fue evaluar la capacidad de aldosterona de modular la iniciacion de la respuesta
inmune adquirida.

Como las células dendriticas (DCs) tienen la capacidad tnica de regular el tipo y la
magnitud de las respuestas mediadas por linfocitos T, evaluamos si la interaccién entre
DCs y linfocitos T puede ser modulada por aldosterona. En este trabajo mostramos que
esta hormona aumenté la activacion de linfocitos T CD8" de manera dependiente de
DCs. De manera consistente, la expresion del receptor de mineralocorticoides (MR) fue
detectada en DCs, las cuales presentaron una menor expresion de PD-L.1 y PD-L2 en
superficie en respuesta a aldosterona. Ademas, el tratamiento con esta hormona induce
la activacién de la via de las MAPK vy la secrecion concertada de IL-6 y TGF-p por DCs.

Adicionalmente, DCs estimuladas con aldosterona imponen un fenotipo T de ayuda 17
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(Th17) a linfocitos T CD4", los cuales han sido recientemente asociados con el
desarrollo de enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Concordante con estos
resultados, la administracion sistémica de aldosterona agravé la progresion de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), un modelo murino de enfermedad
autoinmune promovido por linfocitos Th17. De manera adicional, el bloqueo del MR
suprime todos los efectos inducidos por aldosterona en DCs e impide el desarrollo de
EAE en ratones tratados con aldosterona. Nuestros datos sugieren que mediante la
modulacion de la funcién de las DCs, aldosterona potencia la activacion de linfocitos T
CDS" y promueve la polarizacién hacia respuestas inmunes tipo Th17, lo cual podria
contribuir con el dafio inflamatorio que conduce al desarrollo de enfermedades

vasculares.
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4. ABSTRACT

Aldosterone plays an important role in the control of blood pressure by promoting
sodium and water retention in the kidney. According to this function, increased
cardiovascular risk observed in patients with primary aldosteronism (PA) has been
traditionally attributed to hypertension development in response to high plasma
aldosterone levels. However, recent studies have shown that aldosterone promotes
vascular damage independently of blood pressure elevation, as PA patients experience
more cardiovascular events than hypertensive individuals showing normal circulating
aldosterone concentrations. Since inflammatory conditions leading to vascular damage
can be promoted by T cell-mediated immunity, the aim of this thesis was to assess the
ability of aldosterone to modulate the initiation of an adaptive immune response.

As dendritic cells (DCs) have the unique capacity to regulate the type and magnitude of
T cell responses, we evaluated whether the interaction between DCs and T cells can be
modulated by aldosterone. Here we show that this hormone augmented the activation of
CD8" T cells in a DC-dependent fashion. Consistently, mineralocorticoid receptor (MR)
expression was detected in DCs, which showed decreased surface expression of PD-LI
and PD-L2 in response to aldosterone. Furthermore, aldosterone treated-DCs showed
activation of MAPK pathway and secreted IL-6 and TGF- in a concerted manner. In
addition, DCs stimulated with aldosterone impose a T helper 17 (Th17) phenotype to
CD4" T cells, which have recently been associated to the promotion of inflammatory
and autoimmune diseases. Accordingly, systemic administration of aldosterone

enhanced the progression of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), a
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murine model of autoimmune disease promoted by Th17 cells. In addition, blockade of
the MR suppressed all the effects elicited by aldosterone on DCs and abolished EAE
development in aldosterone-treated mice. Our data suggest that modulation of DC
function by aldosterone enhances CD8" T cell activation and promotes Thl7-polarized
immune responses, which might contribute to the inflammatory damage leading to

vascular disease.
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5. INTRODUCCION

Los accidentes vasculares constituyen la primera causa de muerte a nivel mundial y uno
de los principales factores de riesgo es la hipertension arterial, una condicién que se
presenta en cerca del 20 % de la poblacidn, tanto en Chile como en paises desarrollados
(Lewington y col., 2002; Wang y Wang, 2004; Fasce y col.,, 2007). Un importante
mediador de la hipertension es la hormona aldosterona, la cual cuando es producida de
manera excesiva induce una mayor reabsorcion de agua en el rifion, lo que tiene como
consecuencia un incremento en la presion sanguinea. Esta condicién se conoce con el
nombre aldosteronismo primario (PA) y es altamente prevalente entre los pacientes
diagnosticados con hipertension (Mosso y col., 2003; Mulatero y col., 2004).

En los 1ltimos afios, una cantidad importante de evidencia apunta a que aldosterona no
solo juega un rol central en la etiologia de la hipertension mediante la regulacién del
volumen sanguineo, sino que ademds puede modular la patogénesis de enfermedades
vasculares induciendo un estado inflamatorio, el cual promueve el remodelamiento
cardiaco, el engrosamiento de la pared vascular y el desarrollo de aterosclerosis (Brown,
2008).

Debido a la reconocida participacion del sistema inmune en el establecimiento de
estados inflamatorios, este estudio pretende evaluar la capacidad de aldosterona de
modular Ja iniciacion de respuestas inmunes de tipo proinflamatorio/autoinmune, lo que
podria establecer Ia relacidn entre los efectos inflamatorios inducidos por aldosterona y

el desarrollo de hipertension y dafio vascular en respuesta a elevados niveles de dicha

hormona,




5.1. Funcioén fisiologica del sistema inmune

Debido a la capacidad de proveer un ambiente protegido y abundante en nutrientes, los
organismos superiores se han convertido en nichos atractivos para el desarrollo de
diferentes tipos de microorganismos, siendo posible encontrar bacterias, hongos y virus
capaces de interactuar con sus hospederos en una relacién de mutuo beneficio. Sin
embargo, ciertos grupos de microorganismos han desarrollado estrategias para invadir a
los organismos superiores y diseminar hacia otros hospederos, convirtiéndose en
patégenos capaces de provocar enfermedades. Como consecuencia de la presion
impuesta por dichos patdgenos, los organismos superiores han desarrollado mecanismos
de defensa que en su conjunto constituyen el sistema inmune, cuya principal funcion es
proteger al organismo frente a los agentes infecciosos evitando dafiar los tejidos propios.
La defensa eficiente del organismo requiere la contribucién de los mecanismos generales
de defensa desplegados por la inmunidad innata y la participacion de un componente
mas especifico, la inmunidad adaptativa (Medzhitov y Janeway, 1997a). La inmunidad
innata, tal como su nombre indica, es capaz de responder de manera inmediata frente a
las infecciones, atin cuando no se haya enfrentado previamente a los patdgenos que las

provocan. Esta propiedad se debe a la expresion de receptores que se caracterizan por

reconocer estructuras conservadas presentes en los patégenos, o patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs). Estos receptores se denominan en su conjunto
receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos y permiten
la identificacion de productos microbianos tales como el peptidoglican, LPS, CpG DNA,

RNA de doble y simple hebra, entre otros (Brightbill y col., 1999; Aderem y Ulevitch,

2000). La interaccion entre estas estructuras y los receptores expresados en células del
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sistema inmune innato, como macréfagos y neutrdfilos, promueve la internalizacion y
destruccion de patégenos en compartimentos lisosomales, mediante la activacién de
diferentes mecanismos microbicidas (Medzhitov y Janeway, 1997b; Greenberg y
Grinstein, 2002).

Aun cuando los rapidos mecanismos de la inmunidad innata son esenciales en la defensa
del organismo, en muchos casos estos no son capaces de controlar la infeccion, y se
requiere la participacion de la inmunidad especifica. Generalmente, la activacion de la
inmunidad adaptativa resulta en la erradicacion del patogeno debido a la capacidad tanto
de eliminar directamente células infectadas como de potenciar los mecanismos efectores
del sistema innato. Este tipo de inmunidad se caracteriza por reconocer de manera
especifica una enorme cantidad de antigenos derivados de patdgenos, pudiendo
distinguir entre antigenos que exhiben sutiles diferencias entre si. Adicionalmente, esta
respuesta es capaz de generar memoria inmunoldgica, es decir el sistema es capaz de
recordar al agente infeccioso y responder de manera mas rapida y eficiente ante futuras
exposiciones al mismo patdgeno. Estas propiedades reflejan las caracteristicas de las
células que componen el sistema inmune adaptativo: los linfocitos T, responsables tanto
de la eliminacién de células infectadas (linfocitos T CD8*), como de definir el tipo de
respuesta (linfocitos T CD4"), y los linfocitos B, encargados de secretar diferentes tipos
de anticuerpos. A pesar de que la inmunidad especifica es indispensable para la defensa
contra patogenos, el inicio eficiente de este tipo de respuestas requiere la participacion
de miembros del sistema inmune innato, especificamente de células presentadoras de

antigenos (APCs) profesionales. Una APC de particular relevancia en el inicio de




respuestas primarias son las células dendriticas (DCs) debido a que poseen la capacidad

Gnica de activar linfocitos T virgenes (Steinman, 1991; Hart, 1997; Bell y col., 1999).

5.2. Las DCs en la iniciacion de respuestas adaptativas contra patogenos

La activacion de linfocitos T virgenes es un proceso altamente complejo, dado que

requiere el encuentro de dos elementos que se

encuentran espacialmente separados; mientras los
patogenos cuyos antigenos deben ser reconocidos se
encuentran en sitios periféricos, los linfocitos T circulan
por la sangre y el sistema linfatico. Ademas, las células
infectadas generalmente no pueden alertar al sistema
inmune sobre la presencia de los patdgenos, a lo que se
suma tanto la baja frecuencia de linfocitos T especificos
como la baja afinidad que presentan los receptores de
reconocimiento de antigenos (TCRs) expresados por las
células T (Banchereau y Steinman, 1998). La solucién a

estas limitaciones recae en la funcion de las DCs. Estas

células se ubican en los sitios de entrada de los

Figura 1: Las DCs establecen el
enlace entre el reconocimiento de los
patdgenos y la activacion del sistema
inmune adaptativo. En (A) se muestra
la presencia del patégeno intracelular
Listeria en el citoplasma de las DCs.
(Imagen de Brzoza y col, 2004 J.
Immunol. 173; 2641-2651)

En (B) se observa una DC, con sus
caracteristicas  prolongaciones de
membrana, tomando contacto con un
linfocito T. (Imagen de Choudhury y
col, 1995 Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.
36:2602-13)

patogenos en un estado inmaduro, caracterizandose por poseer una alta capacidad de

capturar y procesar antigenos (Banchereau y Steinman, 1998). Ante el reconocimiento

de sefiales de peligro, como PAMPs o citoquinas inflamatorias, ocurre la activacién de

las DCs, las que migran desde el sitio de la infeccion hacia los ganglios linfaticos,

conectando de esta manera el sitio de tejido infectado con la region anatémica en la que




se da inicio a las respuestas especificas, los nodos linfiticos (Lanzavecchia y Sallusto,
2001). Otra caracteristica de las DCs activadas es la capacidad de expresar cantidades
importantes de antigenos asociados a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), lo que provee el contexto apropiado para el reconocimiento
de antigenos por el TCR de los linfocitos T (sefial 1). Se ha reportado que la cantidad de
complejo péptido/MHC (pMHC) desplegado por las DCs en los ganglios linfaticos es 10
a 100 veces mas alta que la cantidad expresada por otras APCs, como linfocitos B y
monocitos (Inaba y col,, 1997). Ademés del reconocimiento del pMHC por el TCR
especifico, la eficiente activacién de linfocitos T exige la estimulacién de coreceptores,
como CD28, por parte de moléculas coestimulatorias presentes en la superficie de DCs
activadas (sefial 2). Consistente con el rol que juegan las DCs en la activacién de
linfocitos T virgenes, el proceso de activacién incrementa la expresion de moléculas
coestimulatorias como CD80 y CD86 en la superficie de las DCs, lo cual permite la
potente estimulacion de linfocitos T (Caux y col., 1994; Inaba y col., 1994).

De manera adicional al reconocimiento de complejos pMHC vy moléculas
coestimulatorias, se ha descrito que la induccién de inmunidad adaptativa requiere la
estimulacion mediante una tercera sefial entregada por las DCs (Curtsinger y col., 2003).
Esta sefial 3 corresponde a citoquinas secretadas por las DCs, las cuales son reconocidas
por receptores presentes en linfocitos T. Ademas de promover la activacién de la
inmunidad adaptativa, esta sefial permite la polarizacién de linfocitos T CD4" hacia
diferentes linajes de linfocitos efectores, lo que permite al sistema inmune generar
respuestas especializadas en funciéon del tipo de microorganismo que provoca la

infeccion (Pulendran y col., 2001). De este modo, el reconocimiento de ciertos



patdgenos intracelulares induce la secrecion de IL-12 por las DCs, lo que, en conjunto
con la expresion de pMHC y de moléculas coestimulatorias, promueve la polarizacion a
linfocitos T CD4" de ayuda (helper) de tipo 1 (Thl). Este linaje se caracteriza por
secretar interferon (IFN)-y, lo que promueve la activacion de macrofagos en el sitio de
infeccion y, consecuentemente, la eliminacion de aquellos agentes infecciosos capaces
de sobrevivir al interior de estas células fagociticas. Por otro lado, en respuesta a
patogenos extracelulares como protozoos y helmintos, las DCs presentan antigenos en
ausencia de IL-12, lo que induce la secrecion estable de IL-4, IL-5 e IL-13 por parte de
linfocitos T CD4" denominados Th2. La principal funcién efectora de este tipo de
linfocitos T es promover la secrecion de inmunoglobulina E por parte de linfocitos B
especificos, logrando de esta manera controlar la infeccion mediante la inflamacion
mediada principalmente por eosindfilos (Mosmann y Coffman, 1989; Dong y Flavell,
2001). Adicionalmente, investigaciones recientes han identificado un tercer tipo de
linfocitos T CD4" efectores, denominados Th17 debido a la abundante secrecion de IL-

17 inducida en respuesta a su activacion (Dong, 2006; Harrington y col., 2006). Este tipo

Sefal 3
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Porinas I
Flagelina
CpG DNA Activacion de
TNF- o linfocitos T

8 7
DC Inmadura DC Activada
cosy/ CcDZs TCR
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CO86

Figura 2: El reconccimiento de productos microbianos o citoquinas inflamatorias induce la activacion de las DCs. En este estado
activado, las DCs presentan los antigenos capturados a en un contexto que induce la activacion y polarizacién de linfocitos T.
(Modificado de Cools y col, 2007 J. Leuk. Biol. 82:13685-1374)




de linfocitos T se diferencia a partir de precursores virgenes en respuesta a TFG-P e IL-
6, dos citoquinas que pueden ser producidas por DCs (Veldhoen y col., 2006). Aun
cuando no se han identificado los PAMPs que inducen la secrecién de dichas citoquinas
por DCs, la actividad efectora de los linfocitos Th17 desempeifia un rol protector frente a
infecciones causadas por patdgenos extracelulares, en particular mediante el
reclutamiento de neutréfilos al sitio de infeccion (Infante-Duarte y col., 2000; Ye y col.,

2001)

5.3. Rol de las DCs en Ia mantencién de tolerancia

El sistema inmune adaptativo se caracteriza por desarrollar un repertorio de linfocitos T
y B, en el que cada miembro expresa un tnico receptor de antigeno generado mediante
un proceso de recombinacion somatica que ocurre durante el desarrollo de dichos
linfocitos, Debido a su naturaleza aleatoria, este proceso permite tanto el reconocimiento
de antigenos derivados de patdgenos como derivados de tejidos propios, lo que puede
resultar en la activacion de linfocitos auto-reactivos, la destruccién de tejidos y el
desarrollo de enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes. Es por esta razén que el
sistema inmune cuenta con mecanismos activos que generan tolerancia a antigenos
propios, en los cuales se ha descrito que las DCs juegan un rol preponderante (Matzinger
v Guerder, 1989). En el caso de los linfocitos T, los precursores inmaduros abandonan la
meédula 6sea para alojarse en el timo, 6rgano en el que ocurre tanto el rearreglo génico
como la expresion de TCRs por parte de los linfocitos en desarrollo (timocitos). Una vez
que ocurre la expresion del TCR en la superficie de los timocitos, estos sufren un

proceso de seleccion mediante el reconocimiento de péptidos propios que son




presentados en moléculas de MHC de células tanto del epitelio timico como por DCs
que residen en dicho érgano (Volkmann y col.,, 1997; Zinkernagel y Althage, 1999).
Como resultado de este proceso sélo sobreviven aquellos timocitos cuyo TCR reconoce
pMHC propios con baja afinidad (seleccion positiva), mientras los que reconocen
complejos pMHC con alta afinidad son eliminados mediante apoptosis (seleccion
negativa) (Brocker y col.,, 1997, Brocker, 1999). Este mecanismo, denominado
tolerancia central, asegura la circulacién de linfocitos T capaces de reconocer antigenos
cargados en moléculas de MHC propias y permite la eliminacién de gran cantidad de
linfocitos T auto-reactivos. Sin embargo, el ambiente timico no proporciona la totalidad
de los antigenos expresados por el organismo, por lo que entre un 25 y un 40 % de los
linfocitos T con la capacidad de responder a antigenos propios escapan al proceso de
seleccion que tiene lugar en el timo (Bouneaud y col., 2000). En base a esto, se ha
demostrado que el sistema inmune cuenta con mecanismos de tolerancia periférica, los
cuales evitan el inicio de respuestas contra antigenos propios en la periferia y previenen
el desarrollo de autoinmunidad (Walker y Abbas, 2002). En este tipo de tolerancia, la
estimulacién de linfocitos T auto-reactivos por DCs puede resultar en la eliminacion por
apoptosis, en la inactivacién funcional (anergia) o bien en el desarrollo de linfocitos T
reguladores (Treg) (Kurts y col., 1997; Adler y col.,, 1998; Verhasselt y col., 2004).
Evidencia reciente ha demostrado que las DCs en estado inmaduro capturan antigenos
desde ambientes locales y sufren un proceso de maduracién en ausencia de sefiales de
peligro, o que permite ;anto la migracién a nodos linfaticos como la presentacion de
antigenos propios en un contexto de baja densidad de moléculas coestimulatorias

activadoras (Akbari y col., 2001; Stoitzner y col., 2003; Ip y Lau, 2004). A pesar de que




los mecanismos moleculares involucrados en el silenciamiento de linfocitos auto-
reactivos por DCs en reposo no han sido completamente dilucidados, se ha demostrado
que estas células contribuyen de manera importante tanto en la eliminacién de linfocitos
T que reconocen antigenos propios como en la induccién de un fenotipo regulador
(Treg) (Dhodapkar y col., 2001; Hawiger y col., 2001; Probst y col., 2003). En base a la
evidencia disponible se ha propuesto que en un estado basal, es decir en ausencia de
infeccion o inflamacion, las DCs capturan antigenos propios o ambientales e inducen el
silenciamiento de aquellos linfocitos T especificos para este tipo de antigenos. De este
modo, el sistema es capaz de responder solamente contra antigenos ajenos al organismo,
aun cuando en condiciones inflamatorias las DCs presentan tanto antigenos inocuos
como derivados de patégenos en forma inmunogénica (Steinman y col., 2003).

Debido al importante rol que cumplen las DCs en el balance entre inmunidad y
tolerancia, la modulaciéon de su estado funcional es una variable critica tanto para la
proteccion contra infecciones como para evitar el desarrollo de enfermedades

inflamatorias.

Ausencia de

sefales de peligro - Delecion

- Inactivacion funcional
- Induccion de fenotipo
regulador
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pMHC CD28 TCR

Figura 3: En ausencia de sefales de peligro las DCs sufren un proceso de maduracién espontaneo, el que resulta en la migracion
hacia nodos linfaticos y la presentacion de antigenos propios en ausencia de moléculas coestimulatorias. La estimulacion de
linfocites T por parte de DCs en este estado suprime la respuesta de linfocitos T autoreactivos, lo que permite la mantencién de
tolerancia. (Modificado de Cools y col, 2007 J. Leuk. Biol. 82:1365-1374)




5.4. Participacion del sistema inmune en el desarroflo de hipertension y
enfermedades vasculares

Una de las condiciones en las que el sistema inmune puede tener un rol nocivo contra
tejidos del organismo es en el desarrollo de hipertensién y dafio vascular. La
participacion del sistema inmune en la induccion de dafio vascular se basa
principalmente en la capacidad de células inmunocompetentes de asociarse a tejidos
endoteliales y de promover un estado de estrés oxidativo a nivel de la pared vascular. La
produccion de especies reactivas de oxigeno promueve la vasoconstriccion, a la vez que
propician el desarrollo de fibrosis y un consecuente aumento en la rigidez vascular
(Gryglewski y col., 1986; Griendling y col., 1994). Diversas lineas de investigacion han
entregado evidencias que involucran al sistema inmune con el desarrollo de hipertension
y accidentes vasculares. En este sentido, varios estudios han demostrado que la
manipulaciéon del sistema inmune, mediante la remociéon del timo o la inhibicion
farmacologica, previene el desarrollo de hipertension en diferentes modelos
experimentales (Bataillard y col., 1986; Muller y col., 2002; Tian y col., 2007).
Consistentemente, un estudio reciente demostrd que un niimero importante de pacientes
diagnosticados con artritis reumatoidea o psoriasis también presentan hipertension, y que
el tratamiento de estos cuadros de autoinmunidad con inmunosupresores normaliza los
niveles de presion sanguinea (Herrera y col., 2006). Por otra parte, la infusion de
linfocitos T activados para el tratamiento de metéstasis pulmonares de melanoma
incrementa la presion en humanos (Balsari y col., 1986), evidencia que es apoyada por la
activacion de la inmunidad celular y humoral observada en mujeres con preeclampsia

(Minagawa y col., 1999). Adicionalmente, estudios recientes muestran que la
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disminucién de linfocitos T CD4" observada en pacientes infectados con HIV se
correlaciona con una menor prevalencia de hipertension, y que la utilizacion de
antiretrovirales altamente activos en dichos pacientes resulta en un aumento de la
presion arterial (Seaberg y col., 2005; Palacios y col., 2006). En base a esta evidencia es

posible proponer que componentes del sistema inmune participan directamente en el

desarrollo de hipertensién y probablemente en la patogénesis de lesiones vasculares,

5.5. El sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona cumple un papel esencial en el
mantenimiento de la homeostasis hidrica y de electrolitos en el organismo

El éxito de la vida en habitats terrestres requiere la mantencién de niveles hidricos y
osmoticos adecuados para la el desarrollo de diversos procesos fisioldgicos. Como
consecuencia, los organismos de vida terrestre estdn dotados de un sistema capaz de
medir y regular el balance de agua y sales en la sangre, el cual esté constituido por los
rifiones y el sistema renina-angiotensina-aldosterona (Harris, 1983). En condiciones de
bajo volumen intravascular o de baja concentracion de sodio en la sangre, las células
yuxtaglomerulares del rifion responden sintetizando y liberando renina. Una vez en la
sangre, esta enzima cataliza la hidrolisis de angiotensindgeno, el cual es sintetizado en el
higado, produciéndose de esta manera el intermediario inerte angiotensina I que
posteriormente es convertido en el componente activo del sistema, angiotensina II, por la
enzima convertidora de angiotensina (Muller, 1987). Este componente, ademas de
aumentar la sensacién de sed y de promover vasoconstriccion, promueve la secrecion de
la hormona mineralocorticoide aldosterona por parte de la corteza de la médula adrenal.

Esta hormona ejerce su accion mediante el receptor de mineralocorticoides (MR), en
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células del tabulo contorneado distal del rifién. La union de aldosterona con su receptor
en el citoplasma induce la translocacion del MR al nucleo, el cual une elementos de
respuesta a hormonas en el DNA y promueve la reabsorcién de Na™ hacia la sangre. En
particular, este efecto se debe al aumento en la expresion tanto del canal de sodio
epitelial (ENaC) presente en la cara luminal, como de la Na"/K'-ATPasa presente en la
membrana basolateral del epitelio, lo que resulta en la reabsorcion de Na" y agua y la
excrecion de K™y H' en la orina (Zaman y col., 2002; Hu y Funder, 2006).

Debido al papel clave que cumple aldosterona en la regulacion del volumen vascular, la
produccion crénica de elevados niveles de esta hormona o hiperaldosteronismo, tiene
como resultado el desarrollo de hipertension. Por este motivo, el desbalance en la
secrecion de aldosterona se considera un factor de riesgo cardiovascular, ya que el
corazon responde al aumento en la presion arterial desarrollando hipertrofia ventricular,

condicion relacionada a la ocurrencia de infarto. Historicamente, la prevalencia de
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Figura 4. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. El rifién responde a la disminucién del volumen vascular sintetizando la enzima
renina, la cual promueve la formacion de angiotensina | en Ia sangre. Este intermediario es posteriormente convertido en angiotensina I,
componente que induce la secrecién de aldosterona por parte de la corteza de la gandula adrenal. Esta hormona induce la retencion de
Na y agua mediante la unién al MR en células del tubulo contorneado distal. Las flechas azules indican produccién por un érgano. Las
flechas verdes indican un estimulo o la conversién de un producto. En rojo se muestran los estimulos inhibitorios. ECA: enzima
convertidora de angiotensina. (Modificado de Zaman y col, 2002 Nat. Rev. Drug. Discov. 82:1365-1374)
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hiperaldosteronismo en pacientes hipertensos ha sido considerada menor, sin embargo
estudios recientes indican que cerca del 10 % de los casos de hipertension
diagnosticados se deben a elevados niveles de aldosterona plasmatica (Mosso y col,,

2003).

5.6. Rol alternativo de aldosterona en la patogénesis del dafio vascnlar

Durante un extenso perfodo de tiempo se aceptd el mecanismo clésico de induccion de
hipertension mediado por aldosterona descrito anteriormente, sin embargo, en las
tiltimas dos décadas ha surgido evidencia que sugiere un efecto independiente de
factores hemodindmicos. Los primeros estudios reportaron el desarrollo de fibrosis
vascular independiente de la evolucion de hipertrofia en modelos de hipertension en
ratas (Weber y Brilla, 1991). Adicionalmente, se determiné que utilizando dosis de
agentes bloqueantes del MR incapaces de normalizar los niveles de presion arterial, se
logra una inhibicién completa del desarrollo de fibrosis inducida por aldosterona (Brilla
y col., 1993). Estos hallazgos fueron apoyados por el descubrimiento de que ademés del
rifion, drganos como el corazon, el cerebro y los vasos sanguineos expresan el MR y por
tanto son capaces de responder a aldosterona (Bonvalet y col., 1995; Takeda y col,,
1997). Estudios posteriores han sugerido que aldosterona tiene un rol proinflamatorio,
debido a la capacidad de inducir estrés oxidativo y la expresién de marcadores
inflamatorios, como fibrindgeno y el inhibidor del activador de plasmindgeno-1, por
parte del tejido vascular, ademas de promover el infiltrado de leucocitos mononucleares
en el espacio perivascular (Rocha y col., 2002; Brown, 2008). Recientemente se ha

demostrado que el infiltrado vascular incluye células presentadoras de antigenos, a lo
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que se suma evidencia reciente que demuestra el requerimiento de linfocitos T para el
desarrollo de hipertension inducida por angiotensina II, un inductor de la secrecion de
aldosterona (Williams y Williams, 2003; Guzik y col., 2007). Aun cuando la activacion
de células inmunes durante el desarrollo-de hiperaldosteronismo ha sido documentada
(Ahokas y col., 2005), la capacidad de aldosterona de modular componentes del sistema
inmune no ha sido directamente evaluada.

De acuerdo a los antecedentes expuestos, considerando la importante funcién que
cumplen las DCs en la iniciacidon y regulacion de respuestas inmunes y que se ha
reportado que las respuestas inmunes estan involucradas en el desarrollo de hipertension
y lesiones vasculares, en este proyecto evaluamos la modulacion de la interaccién entre
DCs y linfocitos T por aldosterona, asi como también estudiamos la capacidad de
elevados niveles de esta hormona de potenciar la progresion de una enfermedad

autoinmune en un modelo murino.
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6. HIPOTESIS
Debido al caricter proinflamatorio de la hormona mineralocorticoide aldosterona y su

participacion en el desarrollo de hipertension y dafio cardiaco es posible proponer la

siguiente hipdtesis:

adquirida, estableciendo un fenotipo inflamatoric que contribuye al desarrollo de

Elevados niveles de aldosterona potencian la iniciacion de la respuesta inmune
autoinmunidad.

7. OBJETIVOS ‘
7.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad inmunomodulatoria de aldosterona en el contexto de la interaccion
entre DCs y linfocitos T y el desarrollo de una enfermedad autoinmune mediada por
linfocitos T. |

7.2. Objetivos especificos

- Determinar el efecto de aldosterona sobre la activacion de linfocitos T mediada

por DCs in vitro.
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Evaluar la capacidad de aldosterona de alterar la funcién tanto de linfocitos T

coma de DCs in vitro.

Determinar la capacidad de aldosterona de modular la progresién de un modelo

de enfermedad autoinmune mediada por linfocitos T in vivo.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Animales

En este trabajo se utilizaron ratones de entre seis y ocho semanas de edad tanto
wild type como transgénicos OT-I1 y OT-II, todos en un background C57BL/6. Los
ratones transgénicos OT-I y OT-II expresan TCR especificos que reconocen péptidos
derivados de ovalbimina (OVA) cargados en moléculas de MHC-I o MHC-I],
respectivamente. Todos los animales fueron mantenidos y manipulados de acuerdo a
normativas institucionales en las instalaciones libres de patdgenos especificos de la

Pontificia Universidad Catolica de Chile.

8.2. Reactivos y péptidos

Las soluciones madre de aldosterona y espironolactona fueron preparadas en etanol
100 % a 10 mM y 5 mM, respectivamente. Las soluciones de trabajo fueron preparadas
en medio RPMI completo inmediatamente antes de cada experimento. El antagonista
espironolactona fue agregado a los cultivos 10 minutos antes del tratamiento con
aldosterona a una concentracién final de 5 pM, con el fin de inhibir la actividad del
receptor de mineralocorticoides. La concentracién final de aldosterona agregada a los
cultivos fue de 100 nM. Para controlar el efecto del solvente en los diferentes ensayos se
incluy6 el tratamiento con etanol (vehiculo). El péptido derivado de la glicoproteina de
la mielina del oligodendrocito (MOGss.s5, MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) fue
mantenido a una concentracién de 5 mg/ml y las soluciones de trabajo fueron preparadas

en PBS 1X inmediatamente antes de ser utilizadas.
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8.3. Obtencion de DCs a partir de precursores de medula 6sea de raton.

Las DCs utilizadas en este trabajo fueron obtenidas mediante la diferenciacion de
células progenitoras de médula dsea de ratén. Para la obtencion de células progenitoras,
las tibias y fémures de ratones C537BL/6 fueron removidas en condiciones estériles,
cortadas por los extremos y prefundidas con PBS 1X para extraer la médula dsea de su
interior, siendo posteriormente homogenizada con jeringa de 25 G. Esta suspensién
celular fue centrifugada a 1200 rpm por 8 minutos, luego resuspendida en solucién de
lisis de globulos rojos (ACK) en una razén 50 % vol/vol y mezclada por inversion 30
veces. Posteriormente, la preparacion fue centrifugada a 1200 rpm por 8 min y las
células fueron lavadas dos veces con PBS 1X. Luego del ultimo lavado, las células
fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 suplementado (FBS 5 %,
penicilina/estreptomicina, aminoacidos no esenciales, glutamina, HEPES, Piruvato de
sodio, B-mercaptoetanol) suplementado con GM-CSF (50 U/ml) y contadas en
hematocitémetro. Se sembraron 1 x 10° células/pocillo en placas de cultivo de 24
pocillos y se incubaron en una estufa de cultivo celular a 37°C con atmoésfera 5 % COz y
100 % humedad. Cada dos dias el medio de cultivo fue renovado por medio fresco
suplementado con GM-CSF. Con el objeto de evaluar 1a diferenciacion de precursores
de médula ésea se determinG la expresion de CD1lc, un marcador de DCs, en la
superficie de las células al dia 5 de cultivo mediante citometria de flujo. De este modo,
una poblacién mayoritaria de DCs fue utilizada para la realizacion de ensayos

subsecuentes,
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8.4. Obtencion de linfocitos T desde ganglios linfaticos de ratones
transgénicos.

Para realizar ensayos de presentacion de antigenos in vitro, se obtuvieron
suspensiones celulares desde ganglios de ratones transgénicos OT-I y OT-IL Para esto
fueron removidos en condiciones estériles los ganglios linfaticos cervicales, axilares,
mesentéricos, braquiales e inguinales. Estos fueron homogeneizados con los extremos
esmerilados de dos portaobjetos en 5 ml de PBS 1X. Esta suspension fue traspasada a un
tubo de 15 ml y se dejo decantando por 5 minutos, para eliminar el tejido no disgregado.
Luego, se traspasé el sobrenadante a otro tubo y se agregé 5 ml de solucion de lisis de
glébulos rojos (ACK). Esta mezcla fue incubada por 1 minuto y Iuego centrifugada a
1200 rpm por 8 minutos. El sobrenadante fue descartado y el pellet de células se lavo
dos veces con PBS 1X. Finalmente las células fueron resuspendidas en medio RPMI
1640 suplementado. El porcentaje de linfocitos T transgénicos fue determinado por
citometria de flujo mediante tincién con los anticuerpos monoclonales anti-Va2-FITC,
anti-VP5-PE y anti-CD8-APC (para linfocitos OT-I) o anti-CD4-APC (para linfocitos

OT-ID).

8.5. Co-cultivo de DCs con linfocitos T transgénicos en presencia de
aldosterona.

Al dia 5 de cultivo, DCs derivadas de médula 6sea fueron tratadas con vehiculo,
aldosterona 100 nM o espironolactona 5 pM previo al tratamiento con aldosterona, e
inmediatamente pulsadas con proteina OVA a diferentes concentraciones. Después de 24

horas de incubacion, las DCs fueron transferidas a medio fresco y la viabilidad fue
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evaluada mediante exclusion del colorante azul de tripan. A continuacion, estas DCs
fueron sembradas en diluciones seriadas de % en placas de 96 pocillos y co-cultivadas,
en presencia de vehiculo, aldosterona o aldosterona méas espironolactona, con células
provenientes de ganglios de ratones OT-I u OT-II. Para la determinacién de pardmetros
de activacion de linfocitos T se mantuvo este cultivo por 20 horas en una estufa de
cultivo celular, para luego evaluar la secrecidn de 1L-2 mediante ELISA y la expresion
del marcador temprano de activacién CD69 por parte de la poblacion linfocitaria,
mediante citometria de flujo. Para evaluar la polarizacién de linfocitos T CD4", se
determinod la presencia de IL-17 en el sobrenadante de co-cultivos de 36 horas mediante

ELISA de captura.

8.6. Ensayo de activacién de linfocitos T con anticuerpo anti-CD3¢ adherido
a placa.

La activacion de linfocitos T independiente de células presentadoras de antigenos
se Hevo a cabo mediante la estimulacion de la molécula CD3e. Para esto, placas de 96
pocillos fueron incubadas, en condiciones estériles, con diferentes cantidades de un
anticuerpo monoclonal que reconoce CD3g, diluido en PBS 1X por 12 horas a 4 °C.
Luego de bloquear con PBS-BSA 1 % por 2 horas a temperatura ambiente y lavar con
PBS 1X, 10° células de suspensién de ganglio de ratén OT-I fueron agregadas por
pocillo y tratadas con vehiculo, aldosterona 100 nM o espironolactona 5 pM previo al
tratamiento con aldosterona. Luego de 20 horas de incubacion, la secrecién de IL-2 al
medio de cultivo y la expresion de CD69 por parte de los linfocitos T fue evaluada

mediante ELISA y citometria de flujo, respectivamente.
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8.7. Expresion de moléculas coestimulatorias y secrecion de citoquinas por
DCs en respuesta a aldosterona.
Al dia 5 de cultivo las DCs fueron tratadas ya sea con vehiculo, aldosterona 100 nM o
espironolactona 5 pM previo al tratamiento con aldosterona, durante 24 horas. Al cabo
de este tiempo las células fueron resuspendidas en PBS 1X y tefiidas con anticuerpos
monoclonales anti-CD11¢-APC y anti-CD80-FITC, anti-CD86-FITC, anti-PDL1-PE y
anti-PDL2-PE. Luego de 30 minutos de incubacion, las células fueron fijadas en
paraformaldehido 1% y la expresion de moléculas coestimulatorias por parte de las DCs
fue evaluada mediante citometria de flujo. La secrecion de 1L-6, IL-10, IL-12 y TGF-B

fue analizada en los sobrenadantes de las DCs mediante ELISA de captura.

8.8. Cuantificacién de citoquinas mediante ELISA de captura

La determinacion de la concentracion de citoquinas presentes en los
sobrenadantes de los cultivos se realizé mediante ELISA de captura. Para esto, placas de
96 pocillos fueron activadas con 50 pl/pocillo de anticuerpo monoclonal de captura
diluido 1/350 en PBS 1X por 12 horas a 4 °C. Posteriormente, los pocillos fueron

bloqueados con PBS-BSA 1 % por 2 horas a temperatura ambiente. Luego de lavar los
pocillos dos veces con 200 ul de PBS-Tween 20 0.02 % y una vez con 200 pl de PBS
1X, se agrego 150 pl del sobrenadante de cultivo a cada pocillo y se incub¢é la placa por
12 horas a 4 °C. Luego, los pocillos fueron lavados como se indic6 anteriormente, para
luego agregar 50 pl/pocillo de una dilucién 1/750 del anticuerpo monoclonal de

deteccion conjugado a biotina en PBS-BSA 1 % e incubar por 2 horas a temperatura
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ambiente. Después de lavar como se indica mas arriba, se incubé con 50 pl/pocillo de
una solucién 1/1000 de estreptavidina-HRP en PBS-BSA 1 % por 1 hora a temperatura
ambiente. Luego de lavar nuevamente, se inicio la reaccion agregando el sustrato TMB
(3,3’,5,5° tetrametilbenzidina). Luego de 10 minutos a temperatura ambiente, se detuvo
la reaccion con 50 pl/pocillo de HoSQ4 2 N y el desarrollo de color fue cuantificado en

un lector para placas de ELISA a una absorbancia de 450 nm.

8.9. Deteccion de la fosforilaciéon de MAPKSs en DCs

DCs fueron tratadas ya sea con vehiculo, aldosterona 100 nM o espironolactona 5
uM previo al tratamiento con aldosterona, por 10 minutos. Como control positivo se
incluyé la estimulacién con LPS 1 pg/ml (Sigma). A continuacion, las células fueron
fijadas en formaldehido 2% a 37°C por 10 minutos y luego permeabilizadas en metanol
90% a -20°C por 3 horas. Posteriormente, las DCs fueron lavadas tres veces y
resuspendidas en solucién de bloqueo (PBS-FBS 2%-0.05% NaNj). Cada muestra fue
separada en tres alicuotas iguales, las cuales fueron tefiidas con anticuerpos
monoclonales anti-difosfo-ERK 1/2-AlexaFluor488, anti-difosfo-p38-AlexaFluor488 o
anti-difosfo-INK1 no conjugado. Adicionalmente, todas las muestras fueron tefiidas con
un anticuerpo anti-CD11c-PE mediante la incubacién a 4°C por 1 hora. Luego, las
células fueron lavadas dos veces y resuspendidas en solucién de bloqueo. Aquellas
muestras que fueron tefiidas con el anticuerpo anti-difosfo-JNK1 no conjugado fueron
incubadas con un anticuerpo secundario anti-IgG de cabra-FITC a 4°C por 1 hora.

Algunas muestras fueron tefiidas con anticuerpo anti-IgG de cabra-FITC en ausencia del
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anticuerpo anti-difosfo-JNK1 para controlar Ja unién inespecifica del anticuerpo
secundario. Finalmente, las células fueron lavadas dos veces y resuspendidas en solucion
de bloqueo, para luego analizar la fluorescencia para difosfo-ERK1/2, difosfo-p38 y

difosfo-JNK1 en la poblacién CD11c" mediante citometria de flujo.

8.10. Andlisis de formacidn de sinapsis inmunolégica mediante microscopia
confocal

La formacidn de sinapsis inmunologica entre DCs y linfocitos T fue evaluada de
acuerdo a lo descrito previamente (Esquerre y col., 2008; Gonzalez y col., 2008). En
resumen, las DCs fueron tratadas ya sea con vehiculo, aldosterona 100 nM o
espironolactona 5 uM previo al tratamiento con aldosterona, e inmediatamente pulsadas
con proteina OVA 50 pg/ml. Luego de 24 horas, las DCs fueron tefiidas con CMTMR-
Orange 0,5 pM (Molecular Probes, Invitrogen) en medio RPMI 1640 suplementado a
37°C por 15 minutos y lavadas dos veces. En paralelo, linfocitos T CD8" purificados
fueron tefiidos con BODIPY FL Cs-Ceramida 1 pM por 30 minutos a 37°C (Molecular
Probes, Invitrogen). A continuacion, las DCs y los linfocitos T tefiidos fueron mezclados
en microcamaras (Lab-Tek Chamber coverglass, Nalge Nunc) previamente cubiertas con
poli-D-lisina (Sigma). Luego de dos horas de cocultivo, la fluorescencia fue registrada
mediante microscopia confocal (FluoView FV1000, Olympus). Para evaluar la
formacion de sinapsis inmunologica entre linfocitos T y DCs, al menos 50 campos por
tratamiento fueron elegidos al azar para determinar visualmente, del total de conjugados

entre linfocitos T y DCs, la fraccion de linfocitos T que exhiben polarizacién del aparato
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de Golgi hacia la zona de contacto con las DCs. Un minimo de 500 conjugados por

tratamiento fueron analizados en tres experimentos independientes.

8.11. Analisis de expresion del MR mediante western blot

Los extractos de proteinas de rifion o DCs derivadas de médula 6sea fueron
obtenidos utilizando solucion de lisis Totex (HEPES 20 mM, NaCl 350 mM, glicerol
20%, Nonidet P-40 1%, MgCl, 1 mM, EDTA 0.5 mM, EGTA 0.1 mM, DTT 1 mM,
PMSF 0.1%, aprotinin 0.1%). Las proteinas fueron denaturadas a 95 °C por 10 minutos,
para luego cargar 25 pg de proteina en geles de SDS-poliacrilamida al 12% y
posteriormente transferir a una embrana de nitrocelulosa. Dichas membranas fueron
bloqueadas durante toda la noche en PBS-Tween-20 0.2%-Leche descremada 10% a 4°C,
para luego lavar dos veces con PBS-Tween 20 0.2% e incubar con una dilucién 1:500 de
un anticuerpo policlonal de raton contra el péptido METKGYHSLPEGLDMERR
derivado del MR durante 3 horas (Gomez-Sanchez y col., 2006). Posteriormente, las
membranas fueron lavadas e incubadas con una dilucién 1:2000 de un anticuerpo anti-
IgG de ratén conjugado a HRP durante 2 horas, para luego lavar y revelar utilizando la

solucidn de perdxido Supersignal West Pico (Pierce Biotechnology).

8.12. Induccion de Encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)

Hembras C57BL/6 de entre 6 y 8 semanas fueron inyectadas subcutaneamente en
el flanco con 50 pg del péptidc MOGss.ss emulsionado en Adyuvante Completo de
Freund’s (Invitrogen) suplementado con Mycobacterium tuberculosis H37 Ra inactivada

por calor (Difco Laboratories), como fue descrito anteriormente (Iruretagoyena y col.,
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2005; Truretagoyena y col., 2006). Adicionalmente, los animales recibieron inyecciones
intraperitoneales de 500 ng de toxina Pertussis (Calbiochem) diluida en PBS al momento
de la inmunizacién y 48 horas mas tarde. Los signos clinicos de enfermedad fueron
observados normalmente entre 15 y 18 difas después de la sensibilizacion y fueron
registrados diariamente de acuerdo al siguiente criterio de puntaje: 0, signos de
enfermedad no detectables; 1, flacidez en la cola; 2, debilidad en extremidades
posteriores o andar anormal; 3, paralisis completa de extremidades posteriores; 4,
parélisis de extremidades anteriores y posteriores; y 5, agonia o muerte. Para prevenir
sufrimiento innecesario, aquellos animales severamente afectados por la enfermedad

fueron eutanasiados con la supervision de un veterinario.

8.13. Tratamiento con desoxicortecosterona acetato y espironolactona

Para evaluar el efecto de aldosterona sobre la respuesta anti-mielina que causa
EAE se utilizd el agonista del MR, desoxicorticosterona acetato {DOCA), el cual se
caracteriza por presentar una mayor vida media en plasma comparado con aldosterona
(Vallee y col, 1995). Ratones inducidos a desarrollar EAE fueron inyectados
subcutaneamente dos veces a la semana ya sea con DOCA (0.75 mg/kg de peso corporal)
diluido en aceite de oliva (volumen total 100 pl) o solo vehiculo. Todos los tratamientos
se iniciaron dos dias después de la inmunizacién con MOG y continuaron a lo largo de
todo el experimento, Todos los grupos fueron alimentados con dieta de roedor estindar
(3 g/dia, Rodent purified diet, Dyets Inc.). El grupo de animales tratados con
espironolactona recibieron estos pellets suplementados con 1.8 mg de espironolactona

por raton por dia. La progresion de enfermedad fue evaluada en los diferentes grupos de
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ratones de acuerdo a lo descrito anteriormente. Las dosis de DOCA utilizadas fueron bien
toleradas por los ratones y no se observé un incremento significativo en la presion

sanguinea, segiin se determiné mediante un método no invasivo en animales conscientes.

8.14. Deteccion de respuesta de anticuerpos anti-MOG

Veintitin dias después de la inmunizacion con péptido MOGjs.ss se obtuvieron
muestras de suero de ratones de los diferentes grupos para analizar la presencia de IgG
especificas para MOG mediante ELISA, como fue descrito anteriormente (Truretagoyena
y col., 2008). Para esto, placas de ELISA fueron activadas con 50 ul de péptido MOGas.ss
10 pg/ml diluido en PBS pH 7.2 durante toda Ia noche a 4 ° C para luego bloquear con
PBS-BSA 1% durante 2 horas a temperatura ambiente. Las muestras de suero fueron
diluidas de manera seriada en PBS-BSA 1% partiendo de una dilucién 1:100 e incubadas
por 3 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos tipo IgG fueron detectados
utilizando un anticuerpo anti-IgG de ratén genrado en conejo conjugado con HRP (GE
Healthcare) durante una hora a temperatura ambiente. Luego de lavar, se agregé el
sustrato 3,3',5,5' tetrametilbenzidina (Sigma), y la absorbancia fue evaluada en un lector

de placas a 450 nm.

8.15. Determinacion de la respuesta de linfocitos T especificos para MOG

Veintiin dias después de la induccién de EAE se obtuvieron suspensiones
celulares de nodos linfiticos mesentéricos e inguinales de animales tratados o control,
para luego ser incubadas (5 x 10° células/pocillo) en medio RPMI 1640 suplementado en

presencia de concentraciones crecientes del péptido MOGss.ss. Después de 72 horas de
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incubacion a 37°C se determiné la liberacion de IL.-2, IFN-y e IL.-17 en respuesta al
péptido MOGss.ss mediante ELISA, de acuerdo a lo descrito previamente (Iruretagoyena

y col., 2006; Iruretagoyena y col., 2008).
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9. RESULTADOS

9.1. Aldosterona potencia la activacién de linfocitos T CDS8" por DCs

Con el objeto de evaluar la capacidad de aldosterona de modular la iniciacién de la
respuesta inmune adquirida in vitro, DCs derivadas de precursores de médula 6sea de
ratén fueron pulsadas con protefna OVA y tratadas con vehiculo o aldosterona durante
24 horas, para posteriormente incubar con linfocitos T OVA-especificos, también en
presencia de dicha hormona. Como se muestra en la figura 5, luego de 20 horas de co-
cultivo se evaluaron pardmetros de activacion de linfocitos T, como la expresion del
marcador temprano de activacién CD69, mediante citometria de flujo, y la secrecién de
IL-2 al sobrenadante, por medio de ELISA. Como primera aproximacién, DCs pulsadas
con una concentracion saturante de OVA (50 pg/ml) fueron incubadas con diferentes
concentraciones de aldosterona y luego co-cultivadas con linfocitos T CD8" también en
presencia de diferentes concentraciones de aldosterona, obteniéndose una correlacion
positiva entre ambos marcadores de activacién y concentraciones crecientes de
aldosterona (Figura 6A). En base a este resultado se selecciond la concentracion de
aldosterona 107 M (100 nM) como la concentracién a utilizar en los subsecuentes
ensayos in vitro, por tratarse de la concentracién de hormona que produce una mayor
potenciacién en la activacién de linfocitos T mediada por DCs. A continuacion se evalué
mediante el mismo sistema la activacién de linfocitos T por DCs tratadas con
aldosterona (100 nM) y pulsadas con diferentes concentraciones de OVA., En este caso
es posible observar que aldosterona potencia la activacion de linfocitos T CDS$" por DCs
en todo el rango de concentraciones de antigeno utilizado, en comparacion a aquellos

cultivos realizados en presencia sélo de vehiculo (Figura 6B).
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Para determinar si este fenémeno de potenciacion de la activacion de linfocitos T por
aldosterona es mediado por el receptor intracelular de mineralocorticoides (MR), tanto
las DCs como los linfocitos T fueron incubados con el antagonista espironolactona,
antes del tratamiento con aldosterona,. Este compuesto corresponde a un inhibidor de los
efectos de aldosterona debido a la capacidad de competir por la unién al MR (Rogerson
y col., 2003; Rogerson y col., 2004). Los resultados obtenidos muestran que tanto la
secrecién de IL-2 como la expresion de CD69 en linfocitos T CD8" caen a niveles
basales cuando se incuba previamente con espironolactona (Figura 6B), lo que sugiere
que el aumento en la activacion de linfoc.itos T CD8" inducido por aldosterona requiere

de la sefializacién a través del MR.
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Figura 5

Sistema experimental para evaluar la activacion de linfocitos T por DCs in vitro
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Las DCs fueron diferenciadas de progenitores de médula 6sea de ratones C57BL/6 y
luego de 5 dias fueron pulsadas con OVA vy tratadas con Aldosterona por 24 horas.
Luego fueron co-cultivadas con linfocitos T CD8" provenientes de ganglios linfaticos de
ratones transgénicos OT-I en presencia de aldosterona. Después de 20 horas, la
activacion de dichos linfocitos fue evaluada de acuerdo a la secrecion de IL-2 y la
expresion del marcador de superficie CD69.
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Figura 6

Aldosterona potencia la activacion de linfocitos T CD8” por DCs
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(A) DCs pulsadas con OVA (50 pg/ml) fueron tratadas ya sea con vehiculo (V, barras blancas) o
diferentes concentraciones de aldosterona (barras negras, se muestran como el logaritmo de la
molaridad) durante 24 hrs, para luego ser co-cultivadas con linfocitos T CD8" OT-1, también en
presencia de diferentes concentraciones de aldosterona. La activacién de linfocitos T fue
evaluada mediante la expresion de CD69 (izquierda) y la secrecion de IL-2 (derecha).

(B) DCs pulsadas con diferentes concentraciones de OVA fueron tratadas con vehiculo (negro),
aldosterona 100 nM (gris), o bien con espironolactona 5 uM previo al tratamiento con
aldosterona (blanco), durante 24 hrs. Al cabo de este tiempo fueron co-cultivadas con linfocitos
T CD8" OT-I en estas mismas condiciones, para luego evaluar pardmetros de activacion.
Histogramas representativos de la expresion de CD69 en la poblacion CD8" co-cultivada con
DCs pulsadas con OVA 50 pg/ml (izquierda). Expresion de CD69 (medio) y secrecion de 1L-2
(derecha) por linfocitos T en respuesta a DCs pulsadas con diferentes concentraciones de OVA.
Los graficos muestran los promedios + SD de tres experimentos independientes. Aldosterona vs
vehiculo: * p <0,05; ** p<0,01, ANOVA de una via.
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9.2. La activacion de linfocitos T no es afectada de manera directa por aldosterona

Debido a que en los resultados descritos anteriormente tanto las DCs como los linfocitos
T fueron incubados en presencia de aldosterona, decidimos evaluar si el efecto
observado se debe a la modulacién directa de uno u otro tipo celular. Para esto, en
primer lugar estudiamos si aldosterona es capaz de potenciar la activacion de linfocitos
T CD8" en ausencia de células presentadoras de antigenos. Como se muestra en la figura
7A, la activacion de linfocitos T independiente de APCs fue evaluada mediante el
entrecruzamiento de la molécula CD3e con anticuerpos especificos adheridos a placa, un
estimulo equivalente a la estimulacién antigénica del TCR. En conjunto con dicha
estimulacion, los linfocitos T fueron tratados con vehiculo, aldosterona, o bien con
esprinolactona previo al tratamiento con aldosterona, para luego de 20 horas evaluar la
secrecion de IL-2 y la expresion de CD69 por la poblacion linfocitaria. Los resultados
obtenidos muestran que aldosterona no altera la activacién de linfocitos T CD8"
inducida por la sefializacidn a través de CD3g, tanto medido por la expresion de CD69
como por la secrecién de IL-2 (Figura 7B). Consistentemente, no se observé un efecto
en la expresion del marcador CD69 producto del bloqueo del MR, obteniéndose niveles
de activacién muy similares a los observados en linfocitos T tratados con vehiculo. Sin
embargo, la secrecion de IL-2 por parte de linfocitos T estimulados con anticuerpos anti-
CD3e fue suprimida practicamente por completo en respuesta al tratamiento con
espironolactona (Figura 7B). Estos resultados sugieren que aldosterona no afecta de
manera directa la activacion de linfocitos T, lo que, en conjunto con los resultados
descritos anteriormente, permite proponer que la potenciacion de la activacion de

linfocitos T CD8" inducida por aldosterona es mediada por DCs.
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Figura 7

Aldosterona no afecta directamente la activacion de linfocitos T CD8"
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(A) Sistema experimental para evaluar la activacion de linfocitos T de forma
independiente de APCs. Linfocitos T CD8" fueron incubados en placas cubiertas con
anticuerpos anti-CD3¢ y tratados durante 20 hrs, para luego evaluar la liberacion de IL-2
al medio de cultivo y la expresion CD69 en la superficie celular.

(B) Linfocitos T CD8" fueron incubados como se muestra en (A) y tratados con vehiculo
(rojo), aldosterona (100 nM, negro), o bien con espironolactona 5 pM previo al
tratamiento con aldosterona (verde) durante 20 hrs. Histogramas representativos de la
expresion de CD69 en la poblacién de linfocitos CD8" estimulados con 25 ng de
anticuerpo anti-CD3g adherido a placa (izquierda). Expresion de CD69 (medio) y
secrecion de IL-2 (derecha) por linfocitos T en respuesta diferentes cantidades de
anticuerpo anti-CD3e adherido por pocillo. Los graficos muestran los promedios = SD
de tres experimentos independientes.
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9.3. Aldosterona no altera la formacién de sinapsis inmunolégica entre DCs y
linfocitos T

Dado que la potenciacion de la activacién de linfocitos T CD8" inducida por aldosterona
parece ser mediada por las DCs, decidimos analizar si este mineralocorticoide es capaz
de modular la interaccién entre DCs y linfocitos T. La activacion de linfocitos T requiere
la interaccion de una serie de receptores que reconocen ligandos presentes en la
superficie de las DCs y la formacién de una estructura supramolecular denominada
sinapsis inmunoldgica (Grakoui y col.,, 1999). Este proceso se caracteriza por la
relocalizacion de la maquinaria secretoria del linfocito T hacia la superficie de la DC,
por lo cual evaluamos si la mayor activacion de linfocitos T inducida por aldosterona
puede ser explicada por una mayor polarizacién hacia la zona de contacto con las DCs.
Para esto, las DCs fueron pulsadas con OVA y tratadas con aldosterona durante 24
horas, para luego incubar con linfocitos T CD8" OVA especificos previamente tefiidos
para evidenciar la ubicacion del aparato de Golgi. Luego de dos horas de cultivo, la
distribucién del aparato de Golgi de los linfocitos T CD8" en el sitio de contacto fue
analizada mediante microscopifa confocal (Figura 8). Tal como era esperado segin lo
expuesto anteriormente, mientras DCs no pulsadas no inducen una polarizacion
significativa de linfocitos T, una fraccién importante de los conjugados formados con
DCs pulsadas con OVA presentan polarizacién del aparato de Golgi hacia el sitio de
contacto (Figura 9A y B). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la
polarizacién de linfocitos T CD8 incubados con DCs pulsadas con OVA y tratadas con
aldosterona al comprarlas con los cultivos de DCs pulsadas y tratadas con vehiculo

(Figura 9A y B).
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Es importante hacer notar que el bloqueo del MR con espironolactona previo al
tratamiento de las DCs con aldosterona induce una notable inhibicién en la polarizacion
de linfocitos T CD8" hacia el sitio de contacto (Figura 9A y B). Estos datos sugieren que
el aumento en la activacién de linfocitos T CD8" inducida por aldosterona no se debe a
un incremento en la formacion de sinapsis entre DCs y linfocitos T y que

espironolactona tiene la capacidad por si sola de evitar la interaccion entre estas células.
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Figura 8
Sistema experimental para evaluar la formacion de sinapsis inmunoléogica entre

linfocitos T y DCs

Tincion de DCs
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+ Microscopio
Y

DCs derivadas de médula de 6sea fueron pulsadas con OVA y tratadas con aldosterona
durante 24 hrs, para luego tefiir con un colorante rojo. Ademas, linfocitos T CD8" OT-I
fueron tefiidos con un colorante verde que es retenido en el aparato de Golgi. Ambos
tipos celulares fueron co-cultivados durante 2 hrs, para posteriormente analizar la
distribucion del aparato de Golgi en el sitio de contacto mediante microscopia confocal.

36



Figura 9

La formacion de sinapsis inmunolégica entre linfocitos T y DCs no es afectada por

aldosterona
A No pulso + OVA
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(A) DCs pulsadas con OVA fueron tratadas ya sea con vehiculo, aldosterona 100 nM o
espironolactona 5 uM previo al tratamiento con aldosterona durante 24 hrs, para luego
ser tefiidas con CMTMR-Orange 0,5 uM (rojo) y conjugadas con linfocitos T OT-I
tefiidos con BODIPY FL C5-Ceramida 1 pM (verde) en proporcion 1:1. DCs no
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pulsadas y tratadas con vehiculo fueron incluidas como control. Después de incubar por
2 hrs a 37°C, la polarizacién del aparato de Golgi hacia las DCs (flechas) fue registrada
mediante microscopia confocal. Escala: 2 pm.

(B) Analisis cuantitativo de la polarizacién de linfocitos T hacia DCs no pulsadas y
tratadas con vehiculo (achurado) o DCs pulsadas y tratadas con vehiculo (rojo),
aldosterona (negro) o espironolactona mas aldosterona (verde). La cuantificacién sc
llevé a cabo mediante la examinacion de campos aleatorios. Los valores representan los
promedios = SD de tres experimentos independientes.
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9.4. Aldosterona modula la expresién de PD-L1 y PD-L2 en DCs

En vista de que DCs tratadas con aldosterona no aumentan la formacién de sinapsis
inmunolégica con linfocitos T, pero si son capaces de potenciar la expresion de
marcadores de activacidn en dichos linfocitos, evaluamos la capacidad de aldosterona de
modular la funcién de las DCs.

Considerando que la potenciacion inducida por aldosterona es dependiente de la
sefializacion a través del MR, en primer lugar evaluamos la expresion de este receptor en
DCs. Como se muestra en la figura 10A, DCs derivadas de médula osea expresan el MR
a nivel de proteina, seglin se detectd mediante western blot. Este resultado sugiere que
aldosterona podria alterar la funcién de la DC mediante la union y sefializacion a través
del MR. A continuacion evaluamos la capacidad de aldosterona de modificar las
propiedades inmunogénicas de las DCs, mediante el andlisis de la expresién de
moléculas involucradas en la activacién de linfocitos T en la superficie de las DCs. Para
esto las DCs fueron incubadas en presencia de aldosterona durante 24 horas, para luego
determinar la expresion de las moléculas CD80, CD86, PD-L1 y PD-1.2 en la poblacion
CD11c" mediante citometria de flujo. Atin cuando el tratamiento con esta hormona no
afecta la expresién de las dos primeras moléculas coestimulatorias, se observé que
aldosterona disminuye el porcentaje de DCs que presentan elevados niveles de los
marcadores PD-L1 y PD-L2 (Figura 10B). Ademas, el bloqueo del MR en DCs
solamente impide la disminucion de la expresién de PD-L1 inducida por aldosterona, lo
que sugiere que si bien esta hormona disminuye la expresion de ambas moléculas, solo
el efecto sobre PD-L1 seria mediado por el MR (Figura 10B). Estos resultados muestran

que aldosterona reduce la expresion de dos moléculas coestimulatorias en DCs, las
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cuales est4n involucradas en la inhibicidn de la activacién de linfocitos T en DCs, y por
lo tanto sugieren un posible mecanismo mediante el cual esta hormona potencia la

activacién de linfocitos T CD8" por DCs.
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Figura 10

Aldosterona modula la expresion de PD-L1y PD-L2 en DCs
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(A) Deteccion de la expresion del MR en homogenizados de rifion (control positivo) y
DCs derivadas de médula 6sea mediante western blot. La deteccion de f—tubulina fue
incluida como control de carga.

(B) DCs fueron tratadas ya sea con vehiculo (rojo), aldosterona 100 nM (negro) o
espironolactona 5 pM previo al tratamiento con aldosterona (verde) durante 24 hrs, para
luego evaluar la expresion de las moléculas coestimulatorias CD86, CD80, PD-L1 y PD-
L2 en la poblacién CD11c” mediante citometria de flujo. Histogramas representativos de
la expresion de los diferentes marcadores (superior). Porcentaje de DCs que exhiben
niveles elevados de expresion de cada marcador (inferior). Los graficos muestran los
promedios = SD de tres experimentos independientes. z.s.: no significativo; * p < 0,05;
**% p<0,001, ANOVA de una via.
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9.5. Aldosterona potencia la secrecién de IL-6 y TGF-B por DCs de manera
dependiente del MR

El ambiente de citoquinas en el cual los linfocitos T reciben estimulacion por complejos
pMHC y moléculas coestimulatorias puede definir la magnitud y €l tipo de respuesta
efectora que induce un determinado antigeno (Mazzoni y Segal, 2004). Debido al
importante rol que cumplen las citoquinas en la iniciacion y polarizacién de respuestas
mediadas por linfocitos T, decidimos evaluar la capacidad de aldosterona de modular la
secrecion de citoquinas por parte de DCs. Para esto, DCs derivadas de médula 6sea
fueron incubadas durante 24 horas en presencia de esta hormona para posteriormente
determinar la liberacién de diferentes citoquinas al medio de cultivo mediante ELISA.
Este analisis permitié observar nuevamente un patrén diferencial de la regulacion de la
funcién de la DC, ya que si bien esta hormona no modula la secrecién de IL-12 e IL-10
(Figura 11A y B), DCs tratadas con aldosterona liberan una cantidad significativamente
mayor de IL-6 y TFG- al medio de cultivo, en comparaciéon con DCs tratadas con
vehiculo (Figura 11C y D). De manera adicional, la potenciacién de la secrecién de
ambas citoquinas inducida por aldosterona fue eficientemente abolida por el tratamiento
previo con espironolactona, lo que sugiere que este proceso requiere de la sefializacion a
través del MR en DCs (Figura 11C y D). De este modo, estos datos muestran que
aldosterona modula la funcién de la DC, promoviendo la secrecidén de IL-6 y TFG-B,

mediante un proceso dependiente del MR.
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Figura 11
Aldosterona potencia la secrecion concertada de IL-6 y TGF-B por DCs mediante

un proceso que requiere la sefializacion a través del MR
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DCs derivadas de médula ésea fueron tratadas ya sea con vehiculo (rojo), aldosterona
100 nM (negro) o espironolactona 5 pM previo al tratamiento con aldosterona (verde)
durante 24 hrs, para luego determinar la concentracion de IL-12 (A), IL-10 (B), IL-6 (C)
o TFG-B (D) en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA. Los datos se muestran
como el incremento de la concentracion de citoquina secretada respecto de las DCs
tratadas con vehiculo. Los graficos muestran los promedios £ SD de al menos tres
experimentos independientes. ** p < 0,01; *** p < 0,001, ANOVA de una via.
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9.6. Aldosterona induce la activaciéon de la MAPK JNK en DCs

Durante afios se ha aceptado que la accién de aldosterona en diferentes tejidos blanco
resulta de la unién de esta hormona al MR y la induccién de la expresion de diversos
genes, sin embargo, evidencia reciente ha ampliado esta vision demostrando que parte
de los efectos inducidos por aldosterona se deben a la rapida activacién de diferentes
vias de sefializacion, entre las que se cuentan componentes de la via de las MAPKSs
(Verrey y col., 2000; Gekle y col., 2001). En base a estos antecedentes y con el objeto de
caracterizar el mecanismo mediante el cual aldosterona modula la funcion de las DCs,
decidimos evaluar [a activacion de miembros de la via de las MAPKs, ERK 1/2, p38 v
INK, en DCs tratadas con aldosterona. Para esto, las DCs fueron tratadas durante 10
minutos con aldosterona para luego determinar el nivel de fosforilacién de las MAPKs
mencionadas anteriormente mediante citometria de flujo. Mediante esta metodologia fue
posible determinar que aldosterona induce un aumento significativo en la fosforilacién
INK comparado con los niveles observados en DCs tratadas con vehiculo, un efecto que
puede ser parcialmente suprimido mediante el pretratamiento con espironolactona
(Figura 12). Aun cuando el andlisis estadistico indica que aldosterona induce un
aumento significativo en la fosforilacién de p38 en relacién a lo observado en DCs
tratadas con vehiculo, estos resultados no son concluyentes debido a que las diferencias
de sefial detectadas mediante esta metodologia son minimas. De manera similar, la
fosforilacién de ERK 1/2 permanece al nivel basal en DCs tratadas con aldosterona

(Figura 12), lo que indica que aldosterona afecta una porcién discreta de la via de las

MAPKs. De este modo, estos resultados apoyan la nocién de que aldosterona modula la




funcion de las DCs y sugieren que este efecto es mediado por la activacion de la MAPK

JNK.

Figura 12

Aldosterona induce la fosforilacion de la MAPK JNK en DCs
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DCs fueron tratadas ya sea con vehiculo (rojo), aldosterona 100 nM (negro) o
espironolactona 5 uM previo al tratamiento con aldosterona (verde) durante 10 minutos,
para posteriormente evaluar la fosforilacion de las MAPKs ERK 1/2 (izquierda), p38
(medio) y JNK (derecha) en la poblacion CDI1lc" mediante citometria de flujo.
Histogramas representativos de la fosforilacion de las diferentes MAPKs en la
poblacién CD11c" (superior). Porcentaje de fosforilacion de MAPKs en DCs (inferior).
Los graficos muestran los promedios = SD de tres experimentos independientes. z.s.: no
significativo; * p < 0,05; *** p < 0,001, ANOVA de una via.
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9.7. DCs tratadas con aldosterona promueven la secrecién de IL-17 por linfocitos T
CD4"

Debido al importante papel que desempeiian los linfocitos T CD4" en el desarrollo de
diversos procesos inflamatorios y enfermedades autoinmunes (Bradley y col., 1999;
Yura y col., 2001; Brunn y col., 2008), decidimos evaluar la capacidad de aldosterona de
modular la activacién de este subtipo de linfocitos T por DCs. Para esto, DCs fueron
pulsacias con OVA vy tratadas con aldosterona durante 24 horas, para posteriormente co-
cultivar, en ausencia de la hormona, con linfocitos T CD4* especificos (Figura 13A). A
diferencia de la potenciacion de los parametros de activacion observada en linfocitos T
CD8", la expresion de CD69 en linfocitos T CD4" en respuesta a DCs tratadas con
aldosterona es similar a la observada en co-cultivos con DCs control (Figura 13B).
Sorpresivamente, DCs tratadas con aldosterona suprimen de manera significativa la
secrecién de IL-2 por parte de linfocitos T CD4" (Figura 13B). Estos resultados sugieren
que aldosterona afecta de manera diferencial la activacién de linfocitos T por DCs,
potenciando por una parte la activacién de linfocitos T CD8" e inhibiendo la respuesta
de linfocitos T CD4". Sin embargo, debido a la observacién de que aldosterona potencia
la secrecion de IL-6 y TFG-B por DCs y que recientemente se ha descrito el
requerimiento de ambas citoquinas para la polarizacion de linfocitos T CD4" virgenes
hacia un fenotipo efector Th17 (McGeachy y col., 2007), decidimos analizar la secrecién
de IL-17 por linfocitos T CD4" co-cultivados durante 36 horas con DCs tratadas con
aldosterona (Figura 13A). Mediante la determinacién de este pardmetro se pudo
evidenciar que DCs tratadas con aldosterona inducen un aumento en Ia secrecidn de IL-

17 por parte de linfocitos T CD4*, al comparar con la secrecién inducida por DCs
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tratadas con vehiculo (Figura 13C). Ademads, la potenciacién de la secrecion de IL-17
inducida por aldosterona es eficientemente suprimida por el pretratamiento de las DCs
con espironolactona (Figura 13C). De este modo, estos datos sugieren que aldosterona
confiere a las DCs la capacidad de promover la polarizacion de linfocitos T CD4" a un

fenotipo Th17, a través de un proceso dependiente de la sefializacion mediada por el

MR.
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Figura 13
DCs tratadas con aldosterona potencian la polarizacion de linfocitos T CD4" en

células Th17
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(A) Sistema experimental para evaluar la activacién y polarizacién de linfocitos T CD4"™ por

DCs in vitro.

DCs pulsadas con diferentes concentraciones de OVA fueron tratadas con vehiculo (rojo),
aldosterona 100 nM (negro), o bien con espironolactona 5 uM previo al tratamiento con
aldosterona (verde), durante 24 hrs. Al cabo de este tiempo fueron co-cultivadas con linfocitos T
CD4" OT-II en ausencia de aldosterona durante 20 hrs (B) para luego evaluar la secrecion de IL-
2 y la expresion de CD69, o bien durante 36 hrs (C), para determinar la secrecién de IL-17
mediante ELISA. Los graficos muestran los promedios = SD de tres experimentos

independientes. Aldosterona vs vehiculo: * p < 0,05, ANOVA de una via.
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9.8. Aldosterona aumenta la severidad de un modelo murino de esclerosis miiltiple

La evidencia expuesta hasta este punto demuestra que componentes esenciales para la
iniciacién de respuestas inmunes adaptativas son susceptibles de ser modulados por
aldosterona, ya que, mediante la modificacion de diferentes pardmetros que determinan
la actividad de las DCs, esta hormona potencia Ja activaciéon y diferenciacion de
linfocitos T. Sin embargo, las estrategias utilizadas no permiten determinar si niveles
elevados de aldosterona pueden promover el desarrollo de dafio autoinmune. Con este
objetivo, evaluamos el desarrollo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE),
un modelo murino de esclerosis multiple mediado por linfocitos T, en animales tratados
con elevadas dosis de mineralocorticoides. Debido a la baja vida media plasmaética que
presenta aldosterona y a que gran parte de los efectos observados en c€lulas inmunes
requicren del MR, los animales fueron tratados con deoxicorticosterona acetato
(DOCA), un analogo de aldosterona que ademés de ser un agonista del MR, presenta
una mayor estabilidad en plasma (Vallee y col., 1995). Tal como se muestra en la figura
14A, luego de la inmunizacion con un péptido derivado de la glicoproteina de la mielina
del oligodendrocito (MOG) se inicio la administracion subcutinea ya sea de vehiculo o
de DOCA dos veces a la semana. Un tercer grupo de animales recibid, ademdas del
tratamiento con DOCA, espironolactona por via oral con el propésito de evaluar la
participacion del MR in vivo. Tal como ha sido reportado previamente por nuestro grupo
(Iruretagoyena y col., 2006), los animales control (inyectados con vehiculo) comienzan a
mostrar signos de enfermedad dos semanas después de la inmunizacion, alcanzando un
puntaje clinico maximo de 1,5 para luego estabilizarse en un valor cercano a 1 (Figura

14B). De manera similar, los animales tratados con DOCA comienzan a mostrar signos
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de enfermedad cerca de dos semanas después de la induccion, sin embargo en este grupo
se registra una mayor severidad de la enfermedad a contar de la tercera semana,
alcanzando un puntaje maximo cercano a 3, para luego estabilizarse de manera mas
tardia en un valor de 2 (Figura 14B). De manera notable, la administracion de
espironolactona no solo evita el aumento en la severidad de la enfermedad inducido por
DOCA, sino que ademds disminuye de manera significativa los valores de puntaje
clinico en comparacion con animales control, previniendo practicamente por completo el
desarrollo de EAE. Estos resultados muestran que elevados niveles de
mineralocorticoides incrementa la severidad de una enfermedad autoinmune mediada
por linfocitos T, lo que sugiere un rol de aldosterona en el desarrollo de respuestas
contra tejidos propios in vive. Adicionalmente, nuestros datos sugieren la posibilidad de

utilizar espironolactona como un farmaco supresor de dafio antoinmune.
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Figura 14
Las manifestaciones clinicas de una enfermedad autoinmune son exacerbadas por

el tratamiento con DOCA
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(A) Esquema de induccién de EAE y tratamiento con DOCA.

(B) Ratones C57BL/6 fueron inducidos a desarrollar EAE y 72 hrs después comenzaron a recibir
inyecciones subcutdneas de vehiculo (rojo) o DOCA (negro) dos veces por semana. Un tercer
grupo recibid, de manera adicional a la administracion de DOCA, alimento suplementado con
espironolactona (verde). La progresion de enfermedad fue registrada diariamente, asignandose
un puntaje clinico a los diferentes grados de paralisis, segun lo indicado en materiales y
métodos. Los graficos muestran los promedios + SD de dos experimentos independientes. * p <
0,05; *** p <0,005, Test de Mann-Whitney, dos colas.
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9.9. Aldosterona potencia la respuesta Th17 anti-mielina e¢n un modelo de
antoinmunidad

Tomando en cuenta que la poblacién de linfocitos T CD4" productores de IL-17 ha sido
recientemente descrita como la principal responsable en el desarrollo de EAE (Langrish
y col., 2005; Komiyama y col., 2006) y que aldosterona induce la polarizacién de
linfocitos Th17 por DCs in vitro, decidimos evaluar si elevados niveles de
mineralocorticoides son capaces de potenciar la respuesta Th17 especifica en el modelo
murino de esclerosis muiltiple descrito anteriormente. Para esto, determinamos la
secrecién de IL-17, IFN-y e IL-2 por parte de linfocitos T obtenidos de nodos linfiticos
de ratones inmunizados en respuesta a DCs pulsadas con un péptido derivado de MOG.
Consistente con la mayor severidad de EAE observada en ratones tratados con DOCA,
los linfocitos T derivados de estos animales exhiben una secrecién significativamente
mayor tanto de IL-17 como de IFN-y en respuesta al péptido MOG, en comparacién con
las células provenientes de ratones control (Figura 15A y B). Aiin cuando la secrecion de
ambas citoquinas es potenciada por DOCA, solamente en el caso de la secrecion de IL-
17 es posible observar diferencias en respuesta a bajas concentraciones de péptido
(Figura 15A y B), lo que sugiere que este mineralocorticoide induce la produccion de
1L-17 por parte de linfocitos T in vive y se correlaciona con los resultados obtenidos in
vifro (Figura 13C). A diferencia de lo descrito anteriormente, no se observaron
diferencias en la secrecién de IL-2 por parte de linfocitos derivados de ratones tratados
con DOCA y ratones control (Figura 15C).

Con el fin de evaluar de manera completa el efecto de aldosterona sobre la respuesta

autoinmune, la presencia de anticuerpos especificos para el péptido MOG en sangre
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proveniente de ratones de los diferentes grupos fue determinada mediante ELISA. De
manera similar a los resultados obtenidos para linfocitos T, los ratones tratados con
DOCA presentan titulos de IgG anti-mielina significativamente elevados en
comparacion con los observados en animales tratados con vehiculo (Figura 15D).
Notablemente, la administracién de espironolactona suprime por completo la respuesta
tanto de linfocitos T como de linfocitos B, lo que apoya tanto los resultados obtenidos en
la progresion de EAE como el eventual uso de este fArmaco como un inmunosupresor
(Figura 15A-D).

Estos resultados sugieren que elevados niveles de aldosterona pueden promover el daiio

autoinmune producto de una expansién de la poblacion de linfocitos Th17.
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Figura 15
Aldosterona promueve la respuesta contra mielina potenciando la produccion de

IL-17 y la secrecion de IgG especifica
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Ratones C57BL/6 fueron inducidos a desarrollar EAE y 72 hrs después comenzaron a
recibir tratamiento de acuerdo al protocolo indicado en la figura 14A. Tres semanas
después de la inmunizacion, suspensiones celulares de nodos linfaticos fueron incubadas
en presencia de diferentes concentraciones de péptido MOG. Luego de 72 hrs de cultivo,
la secrecion de IL-17 (A), IFN-y (B) e IL-2 (C) fue evaluada mediante ELISA.
Paralelamente se evaluo la respuesta de anticuerpos anti-mielina presentes en el suero de
estos animales mediante ELISA. DOCA vs vehiculo: # p < 0,05, ANOVA de una via.
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10. DISCUSION

La vision clésica de la contribucion de aldosterona a la progresion del dafio vascular ha
contemplado el aumento del volumen vascular mediante la modificacion de la funcién
renal, lo que conduce a un aumento en la rigidez vascular y eventualmente a accidentes
cardiovasculares (Mosso y col., 2003; Mulatero y col., 2004). En la 1iltima década se ha
propuesto que este mecanismo no seria el unico mediante el cual aldosterona afecta la
funcion vascular, debido principalmente al descubrimiento de la expresién del MR en
diversos tejidos, como el cerebro, el corazén y los vasos sanguineos, y a la produccion
de especies reactivas del oxigeno, el infiltrado de células inmunes y la inflamacién del
espacio cardiovascular que inducen elevados niveles de esta hormona (Brown, 2008).
Por otra parte, componentes del sistema inmune con potencial altamente proinflamatorio
han sido asociados al desarrollo de hipertension en diversos sistemas experimentales, asi
como también en humanos (FHerrera y col., 2006; Tian y col., 2007). A pesar de que se
ha descrito que la funcidn de células del sistema inmune puede ser modulada no solo por
mediadores solubles del propio sistema inmune, sino que también son susceptibles de
regulacién por sustancias como neurotransmisores u hormonas (Karpuzoglu y col.,
2006; Lengi y col.,, 2006; Franco y col.,, 2007), la eventual potenciacion de las
propiedades inflamatorias de miembros del sistema inmune por aldosterona no ha sido

estudiada.

55




10.1. Potenciacion de la activacion de linfocitos T CD8" inducida por aldosterona

Debido a que las DCs cumplen un rol central tanto en la iniciacion de respuestas
inmunes como en la mantencién de tolerancia 2 componentes propios, en esta tesis se
estudid la modulacion de la activacion de la inmunidad adaptativa por el
mineralocorticoide aldosterona. Para esto se utilizé un sistema experimental que se basa
en el reconocimiento de la proteina OVA por parte de linfocitos T derivados de ratones
transgénicos OT-I, cuyo TCR reconoce de manera especifica un péptido derivado de
OVA asociado a moléculas MHC-I. De este modo, Ja activacién de linfocitos T CD8*
fue evaluada en respuesta a DCs previamente pulsadas con OVA, en presencia o
ausencia de aldosterona. Mediante esta estrategia fue posible observar un aumento en la
activacién de linfocitos T CD8" por DCs como resultado de la incubacién con
aldosterona, por el aumento tanto de la expresién del marcador de activacion CD69
como de la secrecion de IL-2. De manera similar a los efectos inducidos en otros
sistemas experimentales, como el aumento en la expresion de proteinas implicadas en el
transporte de Na' en células del epitelio renal, la estimulacién de la activacién de
linfocitos T fue inducida en el rango nanomolar de concentraciones de aldosterona
(Naray-Fejes-Toth y col., 2004). Consistente con esta dependencia de la concentracidn,
el efecto potenciador inducido por aldosterona sobre la activacion de linfocitos fue
completamente suprimido por el tratamiento previo con espironolactona, un antagonista
especifico de] MR (Rogerson y col., 2003; Rogerson y col., 2004). Estos resultados
sugieren que aldosterona promueve la activacién de linfocitos CD8" por DCs mediante
un proceso que requiere la sefializacion via MR. Estos datos proveen una explicacion a

lo observado en el estudio de Guzik y col., el cual describe que si bien la infusion de
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angiotensina II potencia la activacién de linfocitos T in vivo, este efecto no es
completamente reproducible en ensayos de activacién in vitro (Guzik y col., 2007).
Considerando que angiotensina I es un intermediario del sistema RAA que promueve la
secrecion de aldosterona por la corteza adrenal, es probable que la mayor activacion de
linfocitos T observada en respuesta a la infusién de angiotensina I se deba al aumento
de los niveles de aldosterona circulantes, efecto que no se observaria en ensayos in vitro
en los que solo se encuentra el componente precursor angiotensina II.

Dcbido a que la potenciacion de la activacién de linfocitos T CD8" por DCs descrita
anteriormente resulta de la incubacién de ambos tipos celulares en presencia de
aldoterona, se decidi6 estudiar si aldosterona modula de manera directa la funcién de los
linfocitos T mediante un ensayo independiente de APCs. A diferencia de lo descrito para
la activacién por DCs, la activacién de linfocitos T CD8" inducida por anticuerpos anti-
CD3¢ inmovilizados no es potenciada por aldosterona, observandose niveles similares
tanto de la expresién de CD69 como de la secrecion de IL-2. Estos resultados sugieren
que el efecto potenciador de aldosterona sobre la activacién de linfocitos T CD8*
requiere de la actividad de las DCs y no se debe a un efecto directo sobre la funcién de
los linfocitos T. Estas observaciones contrastan con lo descrito por Cima y col., quienes
demuestran que corticosterona, una hormona corticosteroide estructuralmente similar a
aldosterona, por un lado potencia la activacién de linfocitos T inducida por anti-CD3 e
inhibe la activacion inducida por antigenos (Cima y col., 2004). Las diferencias
observadas se deben a los mecanismos de sefializacién que median la actividad de ambas

hormonas, por un lado aldosterona requiere de la sefializacioén a través del MR, mientras

que corticosterona sefializa via el receptor de glucocorticoides. Este caso de modulacién
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diferencial mediado por corticosteroides destaca la importancia de los diferentes
mecanismos que determinan la actividad de los linfocitos T y eventualmente la magnitud
de las respuestas inmunes.

Una observacion interesante es que, si bien el bloqueo del MR no afecta la expresion de
CD69, el tratamiento con espironolactona inhibe practicamente por completo la
secrecion de IL-2 por parte de linfocitos T estimulados con anti-CD3. Considerando que
de estos parametros de activacién solamente la expresion de IL-2 en linfocitos T
requiere de la actividad del factor de transcripcién NF-kB, el resultado obtenido
concuerda con un estudio en el que sc observo que espironolactona reduce la actividad
de este factor de transcripcién mediante un mecanismo independiente del MR (Sonder y
col., 2006). En base a esta evidencia, es posible proponer que la baja secrecion de IL-2
observada en respuesta a espironolactona se debe a que, ain en condiciones de

estimulacion de CD3g, esta droga mantiene inactivo al factor de transcripcion NF-kB.

10.2. Modulacién de la actividad de las DCs mediante la activacion del MR

De acuerdo a los resultados obtenidos, la potenciacion de la activacion de linfocitos T
CDS8" inducida por aldosterona requicre de la actividad de las DCs, por lo que se
evaluaron pardmetros de activacién de linfocitos T cocultivados con DCs previamenie
tratadas con aldosterona. A pesar de que estas condiciones experimentales también
inducen una mayor expresién de CD69 e IL-2 por linfocitos T CDS§", al evaluar un
posible mecanismo mediante ¢l analisis de la formacién de sinapsis inmunolégica entre
DCs tratadas con aldosterona y linfocitos T, no se observaron diferencias en

comparacion a DCs tratadas con vehiculo. En base a esto y para describir la eventual
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modulacién de la funcién de las DCs por aldosterona se decidio analizar la expresion del
MR en dichas células. Mediante la utilizacion de un anticuerpo especifico fue posible
determinar que las DCs expresan el MR a niveles comparables con lo observado en
rifidn, Este resultado apoya lo descrito por el grupo de Sauer y col. hace mas de una
década, quienes describieron la expresion del MR a nivel de mRNA en monocitos de
sangre periférica, células que en condiciones inflamatorias se diferencian a DCs (Sauer y
col., 1996).

Tomando en cuenta que la potenciacion de la activacién de linfocitos T CD8" inducida
por aldosterona requiere de DCs y que estas APCs expresan el receptor de esta hormona,
los siguientes ensayos apuntaron a determinar si la funcionalidad de las DCs es
modulada en respuesta a aldosterona. En primer lugar analizamos la expresion de
moléculas de superficie implicadas en la estimulacién, ya sea positiva o negativa, de los
linfocitos T. Si bien en el caso de las moléculas coestimulatorias positivas CD80 y CD86
no se observaron cambios en los niveles de expresién en respuesta a aldosterona, el
tratamiento con esta hormona disminuye de manera significativa la poblacién de DCs
que expresan elevados niveles de las moléculas coestimulatorias negativas PDL1 Y
PDL2. Estas moléculas constituyen los ligandos de PD-1, un miembro de la familia de
receptores CD28, preferentemente expresado en linfocitos T y B activados, el cual
regula de manera negativa la activacién de linfocitos T y que se ha descrito cumple un
rol crucial en la mantencién de tolerancia inmune (Nishimura y col., 2001; Sharpe y
Freeman, 2002). Por su parte, PDL1 y PDL2 son parte de la familia de moléculas B7, y
mientras la expresién de PDL2 se encuentra restringida a macrofagos y DCs activadas,

se ha reportado que PDL] se expresa en células tanto hematopoyéticas como no
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hematopoyéticas (Yamazaki y col., 2002; Liang y col., 2003; Loke y Allison, 2003).
Ambas moléculas han sido involucradas en el mantenimiento de la tolerancia periférica,
principalmente debido a la observacion de que ratones deficientes en estos ligandos
presentan mayor susceptibilidad o gravedad en el desarrollo de diferentes enfermedades
como EAE, diabetes y nefritis autoinmune (Ansari y col., 2003; Dong y col., 2004; Zhu
y col., 2006; Menke y col., 2007). Debido al importante rol que juegan estas moléculas
en la inhibiciéon de respuestas mediadas por linfocitos T, la disminucién de PDL1 y
PDL2 en DCs inducida por aldosterona sugiere un mecanismo mediante el cual esta
hormona potencia la activacién de linfocitos T CD8",

Tal como se menciond anteriormente, la expresion de PDL1 no esta restringida a células
de origen hematopoyético, encontrindose en tejidos como el corazén y el endotelio
vascular donde inhiben las funciones efectoras de linfocitos T CDS8, a la vez que
promueven la tolerancia mediante la generacion de Tregs (Liang y col., 2003; Krupnick
y col., 2005). Considerando que estos tejidos también expresan el MR y responden a
aldosterona, es posible sugerir un potencial mecanismo de pérdida de tolerancia
periférica en el cual elevados niveles de aldosterona disminuyen la expresién de PDL1
en tejidos vasculares, de manera similar a lo observado en DCs, lo que potenciaria las
funciones efectoras de linfocitos T CD8" y eventualmente promoveria el infilirado e
inflamacion caracteristicos de enfermedades vasculares. De este modo, los resultados
obtenidos en este trabajo podrian también involucrar efectos de aldosterona sobre tejidos
blanco de afecciones vasculares, como el corazon y los vasos sanguineos, sin embargo la
comprobacion de estas hipdtesis requiere de la continuacion de esta linea de

investigacion.
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Otro parametro que determina la magnitud y el tipo de respuestas mediadas por
linfocitos T es la secrecion de diferentes citoquinas por las DCs. En este caso también se
observo un comportamiento diferencial en respuesta a aldosterona; a pesar de que no se
detectan cambios en la secrecion de IL.-10 e 11.-12, esta hormona potencia la secrecién
tanto de IL-6 como de TGF-B por DCS,- en un proceso que requiere del MR. La
potenciacién de la secrecion de IL-6 es consistente con lo observado por el grupo de
Blasi y col., quienes describen la expresion de IL-6 a nivel de mRNA como marcador de
inflamacion en diferentes tejidos de ratas tratadas con aldosterona, un efecto que se
revierte mediante la administracion de un antagonista del MR (Blasi y col., 2003).
Adicionalmente, el aumento en la expresion de TGF-B en respuesta a aldosterona
también es apoyada por un estudio en el cual se observo que ratas tratadas con DOCA
exhiben un incremento en los niveles de transcrito de TGF-B en rifion, aumento que
requiere de la sefializacion a través del MR (Lam y col., 2006). De esta manera, estos
resultados muestran que aldosterona puede modular las respuestas adaptativas no solo
mediante la modificacion de las moléculas de superficie expresadas por las DCs sino que
también a través de la regulacion del perfil de citoquinas secretado por este tipo celular,
lo que finalmente influye en el tipo de mecanismo efector desplegado por los linfocitos
T.

Con el objetivo de caracterizar el mecanismo mediante el cual aldosterona moduia la
actividad de las DCs se evalud la activacion de los tres miembros principales de las
MAPKs, ERK, p38 y INK, las cuales se ha descrito que participan en diversos aspectos
de la respuesta inmune, tanto en la activacién de la respuesta innata, como en el inicio y

finalizacién de la inmunidad adaptativa (Dong y col., 2002). Adicionalmente, ha surgido
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evidencia que demuestra efectos no gendmicos inducidos por aldosterona en diferentes
células blanco, los cuales indican que la unién de esta hormona al MR induce la
activacion de vias de segundos mensajeros (Fuller y Young, 2005). En DCs se observo
que la exposicion breve a aldosterona (10 minutos) induce un aumento en la
fosforilacion de JNK, mientras que ERK permanece en estado inactivo. De manera
similar a lo descrito anteriormente, la leve induccién de la fosforilacién de p38 inducida
por aldosterona fue suprimida por el tratamiento previo con espironolactona, lo que
sugiere un mecanismo en el cual el MR unido a su ligando induciria la activacion de
p38. Por su parte, la fosforilacion de JNK es inhibida solo de manera parcial por el
pretratamiento con espironolactona. Un fenoémeno similar ha sido observado en células
endoteliales y de rifién, en las cuales aldosterona induce la activacion rapida de ERK y
JNK en un proceso que requiere del MR (Grossmann y col., 2004; Uhrenholt y col,,
2004). Nuestros resultados coinciden con la activacion no gendmica de JNK inducida
por aldosterona, sin embargo no se detectd fosforilacion de ERK en respuesta a
aldosterona en DCs. De manera interesante, una investigacion reciente ha demostrado
que aldosterona induce la activacién de p38 en células de musculo liso vascular y que la
activacion de esta quinasa seria un mediador de los efectos profibroticos inducidos por
aldosterona (Callera y col., 2005). Es importante destacar que lo resultados obtenidos
respecto de la activacion de p38 no son concluyentes debido a las pequefias diferencias
observadas y que en futuras investigaciones se debiera incluir la deteccion de residuos
fosforilados en estas MAPKs mediante western-blot.

La secrecion de citoquinas en respuesta a diferentes estimulos por parte de células del

sistema inmune requiere de la activacion de sistemas de transduccion de sefiales entre
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los que los miembros de las MAPKs juegan un rol preponderante. En particular, estudios
en lineas celulares deficientes en p38 y JNK han demostrado que ambas quinasas son
esenciales para la produccion de 1L-6 en respuesta a estimulos inflamatorios (Chu y col.,
1999; Allen y col., 2000). En base a esta evidencia, es posible proponer que la activacion
de p38 y JNK inducida por aldosterona sea parte del mecanismo que induce un aumento
en la secrecion de citoquinas por parte de DCs. Sin embargo, estudios futuros permitiran
determinar si efectivamente la activacion de esta via contribuye a la secrecion de
citoquinas por DCs.

De este modo, nuestros resultados sugieren un posible mecanismo mediante el cual
aldosterona altera la funcion de las DCs. Adicionalmente, estos resultados exigen
determinar en proximas investigaciones a qué nivel ocurre la sefializacion no genémica
de aldosterona y si, ademads de la activacién de la via de las MAPKSs, ocurre la activacién
de otros mediadores que se ha descrito son activados por aldosterona de manera no

gendmica como por ejemplo la proteina quinasa C (PKC) (Callera y col., 2005).

10.3. Desarrollo de inmunidad tipo Th17 y aumento en la gravedad de enfermedad
autoinmune inducido por aldosterona

En vista de que aldosterona no solo modula la expresién de moléculas coestimulatorias
sino que también modifica la secrecion de citoquinas por DCs, se evalud la activacion de
linfocitos T CD4%, un subtipo linfocitario que determina el tipo de respuesta adquirida
dependiendo del ambiente de citoquinas en el cual es estimulado por complejos pMHC,

en respuesta a DCs tratadas con aldosterona. A diferencia de lo observado con linfocitos

T CD8", DCs tratadas con aldosterona no potencian la activacion linfocitos T CD4",




observandose incluso la inhibicién de la secrecion de IL-2. Sin embargo, al evaluar la
secrecion de IL-17 se observé que DCs tratadas con aldosterona potencian la secrecion
de esta citoquina por linfocitos T CD4". Tomando en cuenta que la presencia de I1-6 y
TFG-P se ha descrito como necesaria para la polarizacién de linfocitos T CD4" virgenes
hacia un fenotipo efector Th17 (McGeachy y col., 2007), este resultado es consistente
con ¢l aumento en la secrecion de ambas citoquinas por DCs en respuesta a aldosterona.
De manera adicional, la supresion de la secrecién de IL-2 observada en respuesta a DCs
tratadas con aldosterona también es consistente con estos resultados, ya que
recientemente se ha demostrado que la sefializacion inducida por IL-2 en linfocitos
CD4 impide la polarizacién hacia un fenotipo Th17 (Laurence y col., 2007). Estos
resultados muestran que aldosterona confiere a las DCs la capacidad de inducir la
diferenciacién de linfocitos T CD4" virgenes hacia un fenotipo Th17, probablemente
mediante la modificacion del perfil de citoquinas secretadas por DCs inducido por
aldosterona.

Debido a que uno de los principales objetivos de este trabajo es determinar la capacidad
de elevados niveles de aldosterona de influenciar una respuesta inmune in vivo, se
evalud la progresion de una enfermedad autoinmune en ratones tratados con un agonista
del MR. Consistente con la modulacién de la actividad de linfocitos T inducida por’
aldosterona in vitro, la administracion del mineralocorticoide DOCA en ratones aumenta
las manifestaciones clinicas de EAE, una enfermedad autoinmune mediada por linfocitos
T. Ademas de presentar puntajes clinicos més altos, aquellos animales administrados con
DOCA exhibieron una mayor respuesta de linfocitos T y anticuerpos especificos para el

antigeno del sistema nervioso central MOG. Las suspensiones de nodos linfaticos
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obtenidos de estos animales presentaron una secrecién elevada tanto de IL-17 e IFN-y en
respuesta a MOG, dos citoquinas proinflamatorias que han sido descritas como
esenciales para la patogénesis de EAE (Langrish y col., 2005; Komiyama y col., 2006).
Estos resultados apoyan la idea de que altos niveles de aldosterona son capaces de
promover un estado inflamatorio y el dafio contra tejidos propios, principalmente
mediante la expansion de linfocitos Th17. En este sentido, un estudio reciente ha
establecido una posible relacion entre la polarizacion de linfocitos Th17 inducida por
aldosterona y el dafio vascular. El trabajo de Cortez y col. demuestra que IL-17, Ia
principal citoquina secretada por linfocitos Thl7, estimula la expresion de una
metaloproteinasa de matriz (MMP-1) en cultivos primarios de fibroblastos cardiacos
humanos (Cortez y col., 2007). Esta es una proteasa que participa en el remodelamiento
de la matriz extracelular mediante la degradacién de coldgeno intersticial, por lo que la
regulacién de su expresion y funcionalidad juega un rol critico en el desarrollo de
hipertrofia y fibrosis vascular (Spinale, 2002; Ganea y col., 2007). De este modo, es
posible proponer un mecanismo mediante el cual aldosterona promueve el dafio
vascular. En este modelo, la polarizacién de linfocitos Th17 inducida por aldosterona
produce un incremento en el nivel de IL-17 circulante, lo que resultaria en un aumento
en la expresion de MMPs por los fibroblastos que componen la vasculatura y un
desbalance en el proceso de recambio de matriz extracelular en las paredes vasculares.
Esta desregulacion conduciria al desarrollo de hipertrofia y fibrosis con el consecuente
engrosamiento de la pared vascular, la formacién de placas aterosclerdticas, el aumento

en la presion y finalmente dafio cardiaco. Es importante destacar que si bien este estudio

entrega evidencia de que aldosterona es capaz de promover el dafio contra tejidos




propios mediante la potenciacién del sistema inmune adaptativo, es necesario realizar
estudios que demuestren directamente el modelo propuesto anteriormente. También se
deberé evaluar en un préximo estudio si el efecto observado in vivo requiere de la

actividad de las DCs, tal como se demostro en ensayos in vitro.

10.4. Posible aplicacién de espironolactona como droga inmunosupresora

Una de las observaciones derivadas de este estudio es la capacidad de espironolactona
no solo de evitar los efectos inducidos por aldosterona, sino la supresion practicamente
total de signos de enfermedad y parametros inmunolégicos inflamatorios registrados en
animales inducidos a desarrollar EAE que recibieron espironolactona oral en conjunto
con el tratamiento con DOCA. De este modo se agrega un potencial efecto
inmunosupresor a una droga que actualmente tiene la aprobacidén de la administracién de
drogas y alimentos de los Estados Unidos (FDA) para administrarse como un anti-
hipertensivo en casos de hiperaldosteronismo. Tal como se ha mencionado con
anterioridad, estudios previos han revelado que esta droga tendria un efecto inhibidor de
Ia actividad de NF-xB de manera independiente del MR (Sonder y col., 2006), por lo
que seria un potencial candidato para la obtencién de DCs tolerogénicas aplicables en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes, tal como ha sido reportado previamente por
nuestro grupo para otros inhibidores de este factor de transcripcion, como andrografolide

y rosiglitazona (Iruretagoyena y col., 2006).
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11. CONCLUSIONES

El trabajo realizado en esta tesis indica que la hormona mineralocorticoide aldosterona
es capaz de modular las respuestas inmunes adaptativas en base a las siguientes

conclusiones:

. Aldosterona no afecta directamente la funcién de los linfocitos T CD8', sin
embargo potencia la activacion de estos linfocitos a traveés de un proceso que
requiere de DCs.

e  Las DCs expresan el receptor de mineralocorticoides y responden al estimulo con
aldosterona disminuyendo la expresion de moléculas coestimulatorias negativas y
aumentando la secrecion de las citoquinas IL-6 y TGF-p.

. DCs tratadas con aldosterona inducen la polarizacién de linfocitos T CD4™ hacia
un fenotipo Thl7 mediante un mecanismo dependiente del receptor de
mineralocorticoides.

e  Elevados niveles de aldosterona exacerban los pardmetros clinicos e

inmunologicos en un modelo de enfermedad autoinmune mediado por linfocitos

Th17.

Una conclusién adicional que se desprende de este trabajo de tesis es que

espironolactona posee propiedades inmunosupresoras que lo convierten en un farmaco

potencialmente aplicable en el tratamiento de enfermedades autoinmunes.
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