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RESUMEN

Las células dendriticas (DCs) cumplen un rol funelatad en la ejecucion y
regulacion de la respuesta inmune. En los ultinfass asu producciom vitro se ha
convertido en una herramienta de gran utilidadnemunologia. En tanto, los retinoides
son moléculas que han mostrado participar en poscds diferenciacion celular en
diversos tejidos, siendo producidos por una vadeatacélulas, incluidas las DCs. Se ha
descrito que miembros de la familia de las aldetddshidrogenasas (ALDH), son
responsables de catalizar la oxidacion irreverdgileleetinoides tales como el retinal a
acido retinoico. Los objetivos de esta memoria doerEstudiar las diferencias de
expresion de marcadores de diferenciacion en oglthormales y cultivos mantenidos
con el inhibidor dietilaminobenzaldehido (DEAB),pesifico de ALDHSs; evaluar la
accion de DEAB en cultivos diferenciados por una widependiente de la enzima;
definir si la adicion del inhibidor tiene reperausés en la viabilidad y funcionalidad
normal de las DCs, y evaluar la expresion de mRNA wactividad enzimatica de
ALDHSs en cultivos normales de diferenciacion.

Nuestros resultados indican que DCs generadasesermia de DEAB muestran
una expresion significativamente menor del marcaaosuperficie CD11c, mientras el
marcador CD14 se expresa en niveles mas elevaddsmuas DCs generadas en
condiciones normales. La adicion de DEAB a cultiradependientes de la enzima no
tuvo efecto alguno en la diferenciacion celular. damtidad de células muertas para
todas las condiciones de experimentacion es iMarig funcionalmente las células

mantenidas con DEAB presentan caracteristicas ggoge deprivacion de retinoides.



También se pudo demostrar diferencias en la exprede isoenzimas de ALDHs a
distintos dias de diferenciacion, al igual queaanriiveles de actividad enzimatica.
Concluimos que las enzimas retinal deshidrogenasasplen un rol muy

importante en la generacion de células dendriticazanasn vitro.



ABSTRACT

PARTICIPATION OF ALDEHYDE DEHYDROGENASE ENZYMES IN  THE IN

VITRO GENERATION OF HUMAN DENDRITIC CELLS.

Dentritic cells (DCs) fulfill a fundamental role the execution and regulation of
the immune response. In the last yaargtro production has converted in a very useful
tool in immunology. While, retinoids are moleculdggt had showed participation in
cellular differentiation processes in diverse tesslbeing produced by a variety of cells,
included DCs. Reports have described that membexklehyde dehydrogenase family
(ALDH), are responsible for the catalysis of irresible oxidation of retinoids like
retinal to retinoic acid. The objective of this sieewas: To study the expression of
differentiation markers in normal cultures and wrds kept with inhibitor
diethylaminobenzaldehyde (DEAB), specific for ALDHse evaluate the DEAB action
in an enzyme-independent differentiated cultures;define if the addition of the
inhibitor has repercussions in the viability and'mal functionality of DCs, and to
evaluate the expression of mMRNA and the ALDH enzignactivity in normal
differentiation cultures.

Our results indicate that DC generated in the preseof DEAB show a
significantly smaller CD11c surface marker expr@sson the other hand CD14 marker
is expressed in higher levels than in DCs generatedormal conditions. DEAB
addition to enzyme-independent differentiated eakuhad no effect in the cellular

differentiation. The amount of dead cells, in alperimentation, is invariable and

Xi



functionally the cells kept with DEAB present owrhacacteristics of retinoid
deprivation. We also demostrated differences in ALBoenzymes expression at
distinct days of differentiation, and also in tleedls of enzymatic activity.

We conclude that the retinal dehydrogenase enzjuifdsa very important role

in the generation of human dentritics cefisitro.
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1. INTRODUCCION

La defensa del organismo recae en la accién cauzede la inmunidad innata,
que incluye a células fagociticas, asesinas natufahtural killers, NK), complemento e
interferones, y la inmunidad adaptativa, que comgbeea los linfocitos T ayudadores y
citotoxicos. Para combatir eficientemente la indaside patdgenos deben existir
mecanismos que conecten la inmunidad innata y #ptativa, en este contexto las
células dendriticas cumplen un papel crucial, puepie en una primera etapa,
responden a diferentes patdégenos, tales como yibasterias, principalmente mediante
la secrecion de citoquinas. Ademas, participaniaeactivacion y regulacion de la

respuesta de los linfocitos T.

1.1 CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (DCs) son células prederda de antigenos
profesionales, con la habilidad Unica para induna respuesta inmune primaria (Bell et
al., 1999). En la médula 6sea se producen pre@gsgue entran a la circulacion y
migran a los tejidos periféricos, donde residena@®@s inmaduras con gran capacidad
fagocitica (Wu and Dakic, 2004). Tras un proce$lammatorio o al dafiarse un tejido, las
DCs inmaduras capturan los antigenos y migran aiganos linfoides secundarios,
donde son capaces de activar a linfocitos T anbigspecificos, iniciando la respuesta
inmune. Las DCs presentan antigenos a linfocitastdioxicos CD8+ y ayudadores
CD4+, pudiendo estos ultimos regular subsecuentiman linfocitos CD8+ y a

linfocitos B, asi como también, a macréfagos, eddos y células NK (Bell et al.,



1999). Las DCs constituyen un sistema complejo éelas, que dependiendo de las
condiciones de microambiente, pueden promover estps tan distintas como la
induccién de tolerancia y la regulacion de la infdad mediada por linfocitos T (Bell et

al., 1999; Wu and Dakic, 2004)

Las DCs pueden existir tanito vitro comoin vivo en dos formas funcional y
fenotipicamente diferentes: (i) ConCs inmaduras, estado de la mayoria de las DCs
residentes que circulan por los tejidos (Pierral et1997), presentando niveles altos de
endocitosis y expresando niveles bajos en supedeiMHC de clase | y Il, asi como de
moléculas coestimuladoras (CD80, CD86), células duees detectar productos
microbianos o entrar en contacto con citoquinagfleonatorias se transforman en (ii)
DCs maduras, reduciendo al minimo su capacidad de capturafigemis, pero
aumentando excepcionalmente su capacidad de estidml de células T. Esta
transicion es acompafada de una gran reorganizaeidatar, patente sobretodo por la
redistribucion del MHC Il desde los compartimeniasacelulares hacia la membrana
plasmatica, se incrementa la expresion en la duojericelular de moléculas
coestimuladoras, MHC de clase | y moléculas de fidhea células T (Turley et al.,
2000).

Las DCs han demostrado tener la capacidad de coriddos los elementos de
la orquesta inmune, y por eso son un blanco fundeaheomo herramienta para la
generacion de vacunas. Por lo mismo su generawigitiro se ha convertido en una

herramienta de gran utilidad (Schuler et al., 2003)



1.2 ORIGEN DE LAS DCs

Las DCs son capaces de interactuar con muchos tiptulares diferentes:
células T, células B, células NK, entre otras (Be¢lal., 1999). Pueden llevar a cabo su
funcién tanto en los nédulos linfaticos como entkjglos afectados por la inflamacion
(McWilliam et al., 1994). Son capaces de inducia uespuesta aguda contra un
patogeno y también de controlar que los linfocitaso actien contra antigenos propios,
es decir, regulan tanto la tolerancia como la inogenicidad (Suss and Shortman,
1996; Rissoan et al.,, 1999). Funciones tan digtiytaopuestas dificilmente pueden
llevarse a cabo al mismo tiempo por la misma aieseélula. Por ello parece necesaria
la existencia de diferentes subtipos de DCs que sapaces de realizar funciones
distintas. Estos subtipos especializados de DCsgega debido a diferentes estados de
activacion, o bien, a diferentes subpoblacionesgpale manifiesto el enorme grado de
plasticidad funcional del que son capaces estatasel

Esta breve exposicion sobre los subtipos celuldee®©Cs se centrara en las
lineas humanas dejando de lado los subtipos mupnosio haberse empleado DCs
murinas en la realizacion de esta memoria.

En la Figura 1 se pueden apreciar los diferempes tde DCs y su desarrollo a
partir de sus progenitores. Las DCs humanas seivadéx en dos grandes subtipos
segun provengan directamente de células madre deélula 0sea o de células
precursoras que se encuentran en el torrente seuguias primeras son producidas
continuamente a partir de células madre hematojpageen la médula 0sea. Las células

madre hematopoyéticas (Stem Cells) se diferenciBrogenitores Linfoides Comunes



(CLP) y a Progenitores Mieloides Comunes (CMP). CMPs se diferencian a su vez
en células CD34+CLA- y CD34+CLA+ y estas a su ver GD11c+tCDla- vy
CD11c+CD1a+, respectivamente (Strunk et al., 1997). LB41e+CD1la+ migran a la
epidermis de la piel donde se transforman en ®ldia Langerhans (iDC). Las
CD11c+CD1a-, migran a la dermis de la piel y a®tgidos y se transforman en DCs
intersticiales inmaduras (iDC) (Ito et al., 1998anto las DCs de Langerhans como las
DCs intersticiales poseen diferentes fenotiposngifines, por ejemplo, estas ultimas, a
diferencia de las DCs de Langerhans, poseen léidebde procesar grandes cantidades
de antigeno a través de receptores de manosa yodecp IL-10, lo cual puede
contribuir a la activacion de células B “naive” Yagoroduccion de IgM en presencia de
CD40L e IL-2 (Banchereau et al., 2000). Ademas,ed®s dos tipos celulares, las
células madre generan durante la hematopoyesipbesde precursores (preDCs): los
monocitos (de linea mieloide) denominados preDQasycélulas plasmacitoides (de
linea linfoide) o preDC2 (Rissoan et al., 1999)nfue tanto las preDCs como las iDCs
parecen compartir progenitores celulares bastagteagos existen diferencias entre
ambos tipos, como por ejemplo, las iDCs expresatidales moderadas de moléculas
coestimuladoras e inducen una moderada activa@océtlilas Tin vitro. Las células
preDCs expresan niveles muy bajos de moléculadicngadoras y no son capaces de

producir respuestas significativas con linfocitosalve.
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Figura 1: Arbol de diferenciacién Célula Troncal —Célula Dendritica.

Desarrollo, diferenciacion, diversificacion, maduéa y funcién a partir de células
madre hematopoyéticas CD34+ de diferentes tipatigas dendriticas [Adaptado de
(Rissoan et al., 1999)].



Las preDC1 y las preDC2 presentan también difesepropiedades, en sus
marcadores de superficie, patron de migracion yes&m de citoquinas. PreDC1 se
diferencia a DCs mieloide inmadura (DC1) en culitem GM-CSF e IL-4 o luego de la
fagocitosis de bacterias. Las preDC2 son capace#atenciarse a DC2 en cultivo con
IL-3 o siguiendo una respuesta inmune innata aastianulacion viral. DC1 y DC2
presentan diferentes propiedades después de gacaati por CD40L. Las primeras son
capaces de producir grandes cantidades de IL-18decir fuertes respuestas de
linfocitos T citotoxicos (CTL), mientras que lasgaadas, DC2, producen moderadas
concentraciones de IL-12 e inducen respuestas dh#en, la generacion de células

CD8 T supresoras, productoras de IL-10 (Ito et1&l99; Rissoan et al., 1999).

1.3GENERACION DE DCs IN VITRO

Las DCs derivadas de monocitos, cargadas con sdiseantigenos se estan
evaluando como posibles vacunas en terapias qudesale el cancer (Bell et al., 1999;
Escobar et al., 2005) hasta enfermedades infecci{ddeCormick et al., 2006). Por esta
razon, se requiere una produccion a gran escadlCde para uso clinico, siguiendo los
protocolos estandarizados. Hay varios métodos pelar monocitos: adherencia a
plastico (Thurner et al., 1999), seleccion positivtlizando esferas magnéticas
acopladas a CD14 (Padley et al., 2001), o por dEpiautilizando esferas acopladas a
anticuerpos contra CD2 y CD19 para remover los naeuitos (Suen et al., 2001). La
seleccion positiva resulta la de mayor pureza de D@aduras (97 t %), pero la de

menor rendimiento (8 8%). Al contrario, la deplecion de no-monocitos wabuen



rendimiento (21_+6%) pero pureza insuficiente (42 #%). El procedimiento
convencional de adherencia resulta en un buen méetio (25 _+5%) y pureza
razonable (72 4%) (Felzmann et al., 2003). Métodos experimeatpéga la generacion
de DCs humanas funcionales se han desarrolladagiage células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) o células CD34+ progeagdBender et al., 1996).

El método mas utilizado y conocido como estandda@eneracion de DCs es el
descrito por Sallusto y Lanzavechia en 1994 (Sallaad Lanzavecchia, 1994), el cual
consiste en cultivar PBMC en presencia de GM-C38E4por un periodo de seis dias
para obtener DCs inmaduras, siendo necesario umudst de maduracion como
lipopolisacéarido (LPS) o Factor de Necrosis Tumdstia (TNF-0). Se han reportado
muchos meétodos adicionales, tal como se sefalaaerfrigura 2, de los que
presentaremos los mas importantes:

INF-a / GM-CSF: Monocitos cultivados en presencia de GS8F e INFa pueden
diferenciarse a DCs las que exhiben una morfoltigiaa y expresan, ademas de los
marcadores clasicos, un elevado nivel de moléddtd€ clase |, maduran en presencia
de CD40L y endotoxinas, exhibiendo marcadores teniaticos. Ademas, estas DCs
secretan elevadas concentraciones de IL-6, IL-Afbgnueven una respuesta inmune de
tipo Thl, independiente de IL-12. Expresan varexeptores de tipo Toll, incluyendo

TLR-7, receptor clasico de las DCs plasmocitoidiéshty et al., 2003)

IL-3/IL-4: DCs generadas con IL-3 e IL-4 (sin GM-EX0 presentan CD1a, siendo el

anico marcador afectado. En cuanto a la secreabatdquinas en su estado maduro,



estas células producen menos IL-12, pero mas ILFiénte a linfocitos T, estas DCs
inducen una alta produccion de IL-5 e IL-4 y mesonéveles de INFs induciendo

preferentemente una respuesta de tipo Th2 (Ebradr, 2002).
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Figura 2: Plasticidad de las células dendriticas dizadas de monocitos.

Monocitos activados pueden diferenciarse en difeseripos de DCs después de
enfrentarse a distintas moléculas inductoras. [fathpde (Bell et al., 1999)]



IL-15: Esta citoquina trasforma a los monocitoD&€s maduras directamente, teniendo
las mismas caracteristicas que las cultivadas ddfCSF/IL-4 y maduradas con TNF-

a, presentando una alta capacidad aloestimulat®aikii et al., 2001).

Acido Retinoico/GM-CSF: Las DCs generadas con edtsoide tienen un fenotipo de
DCs inmaduras, manteniendo la expresion de mokddaadhesion y coestimulatorias.
Pueden inducir una respuesta proliferativa en ditde T CD4+ y son capaces de
secretar IL-12 sin la necesidad de un agente miadu@lohty et al., 2003).

Diferentes microambientes durante la diferenciacfgueden modificar las
caracteristicas de las DCs producidas, y por Itotéas propiedades de la respuesta

inmune que se induce.

1.4 RETINOIDES Y SU METABOLISMO

Los retinoides son capaces de regular un ampliecéigpde sistemas biolégicos.
Se trata de una serie de pequefos lipidos capaaamtener y comunicar una extensa y
dispar cantidad de informacion a las células. letsoides, incluyendo la vitamina A 'y
sus analogos, regulan la morfogénesis, desarmizimiento y diferenciacion celular
(Napoli, 1996). Regulan la expresién génica, cdatrdos procesos de diferenciacion,
proliferacion y apoptosis desde el momento de teeepcion de los vertebrados hasta su
muerte. La reproduccion (espermatogénesis, cormgpdormacion placentaria),
embriogénesis, la formacion de los huesos, la afifgacion epitelial y el sistema

inmune estan programados de algin modo por losordés (Stephensen, 2001,

10



Blomhoff and Blomhoff, 2006). Para conseguir todetos efectos los retinoides utilizan
diversos mecanismos: interaccion con hormonasnmawibiosintéticas y catabdlicas,
unidon a receptores (actuando solos o combinadosottos receptores de hormonas
lipofilicas) y elementos de respuesta a receptébes Luca, 1991; Blomhoff and
Blomhoff, 2006). Toda esta sinfonia es conducidaogios los vertebrados siguiendo
deliberados patrones espaciales y temporales.

La principal fuente de retinoides es la dieta, gmudir del metabolismo dg-
carotenos o a partir de la hidrdlisis de esterénilr@rocedentes de la dieta como el
organismo se provee de la mayor cantidad del pahcetinoide natural: el retinol. El
retinol no posee ninguna actividad biol6gica pan&mo, pero sirve de sustrato para la
biosintesis de muchos retinoides funcionales (Nap®b6). Estos se pueden dividir en
dos categorias:

(i) Los cofactores, tales como 11-cis-retinal, jpidio unido covalentemente a la
molécula de opsina para formar rodopsina, fundashemnt el proceso visual, y (ii) Los
agentes humorales que regulan la expresion géaicaste grupo se incluyen el acido

retinoico (RA) y el acido 9-cis-retinoico (9cRA)Inhoff and Blomhoff, 2006).

Tanto RA como 9cRA se unen especificamente a laeriss de transcripcion
activados por ligando, el receptor clasico de acEtmoico (RAR) y el receptor de
retinoides X (RXR), regulando de esta manera mugeo®s involucrados en procesos
dependientes de retinoides. Tanto RAR como RXR meuentran ampliamente

distribuidos por todos los tejidos, entre las @dude cada tejido, pudiéndoseles

11



encontrar en todas las fases del ciclo de la vedardvertebrado (Bastien and Rochette-
Egly, 2004).

Tanto RAR como RXR se clasifican en subfamiliaget®ptores pertenecientes
a la superfamilia de receptores hormonales Est&asd- Tiroideos de vitamina D y
retinoides. Cada subfamilia de receptores de riei@soesta formada a su vez por tres
receptores diferentes, B y y, codificados por genes distintos (Ballow et aD0Z;
Szanto et al., 2004). Los RARs son activados tgqaio RA como por 9cRA, con
eficiencias similares, mientras que los RXRs sdivados exclusivamente por 9cRA.
Estos receptores nucleares de retinoides comunnsntenen a sus elementos de
respuestas (RARE) como heterodimeros RAR/RXR, masntque bajo ciertas
condiciones ocurrira la homodimerizaciéon de RXRaftkr et al., 2001; Ballow et al.,
2003). Por ello, al receptor RXR se le atribuyeralrregulador en la activacion génica
en respuesta a las concentraciones de RA (lkeala 8098; Bastien and Rochette-Egly,
2004; Szanto et al., 2004). Ademas de la formad&meterodimeros con RAR, RXR
también heterodimeriza con receptores de vitaminagVDR) y con receptores
activadores del proliferador de peroxisomas (PPAR)endiendo el rango de sefales
retinoidales y el impacto de las concentracionesiutamloras de RA (Bastien and
Rochette-Egly, 2004).

Por otra parte, las investigaciones del metabolisimdos retinoides han dado
entre otros resultado la identificacion de numesadeshidrogenasas de retinoides que

pueden contribuir al metabolismo de varios isdmantisos.
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1.5 DESHIDROGENASAS DE RETINOIDES

Estas enzimas se clasifican dentro de cuatro gsaiaseilias. Las que catalizan
la reaccion reversible oxidacion / reduccion dencéta retinal siendo miembros de la
familia de las alcohol deshidrogenasas (ADH) o ate deshidrogenasas-reductasas de
cadena corta (SDR). En tanto, las que catalizaoxidacion irreversible de retinal a
acido retinoico son miembros de la familia de ldelido deshidrogenasas (ALDH), las
cuales se revisaran con mas detalle mas adelamteltino, destacan algunas enzimas
miembros de las citocromos P450 (CYP) que particgeaivamente en la degradacion
del RA (figura 3), aunque se ha descrito que algynmarian sintetizar el RA a partir de
retinal (Duester, 1996).

Las ADH son miembros de la familia de las deslydmasas/reductasas de
cadena mediana, que consisten mayoritariamentazemas que contienen subunidades
de alrededor de 350 residuos aminoacidicos corninmea el sitio activo (Persson et al.,
1994). Tienen una muy amplia variedad de sustsatdgunos miembros de esta familia
conocidos en humanos son ADH1, ADH2, ADH4 (Duesteal., 1999). Las SDR son
enzimas que contienen tipicamente cerca de 25@Quisicon sitio catalitico YXXXK
sin iones metalicos vy, al igual que las ADH pregenina amplia variedad de sustrato.
Miembros de esta familia conocidos en humanos saH® y retSDR1 (Jornvall et al.,
1995).

Las enzimas deshidrogenasas de aldehidos contameeledor de 500 residuos
de aminoacidos y poseen una cisteina en su siioa@\l igual que las otras familias,

esta tiene una amplia especificidad de sustrattgbukzando acetaldehido, retinoides y
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muchos otros aldehidos fisiologicamente importaatasi respectivo acido carboxilico
(Perozich et al., 1999). Dentro de esta familia @ identificado las retinal
deshidrogenasas (EC 1.2.1.36) citosdlicas, capbcesidar el retinal a acido retinoico,
llamadas ALDH1 (ALDH1A1) en el humano (Sladek, 2D9RALDH1 en rata (Hsu et
al., 1999). ALDH1 cataliza la oxidacion irrevergiblependiente de NAD+ del all-trans
retinal y el 9-cis retinal a acido all-trans refow y acido 9-cis retinoico,
respectivamente, con eficiencias muy cercanas €cajoe et al., 1995). Asi, la ALDH1
participa en procesos criticos de produccion deaieles que regulan la homeostasis
fisioldgica y un normal desarrollo. Ademas de ldDMN1 encontramos también dentro

de esta familia a ALDH6 y RALDH2 (ALDH1AZ2) (SladeR003).
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Figura 3: Pasos metabdlicos catalizados por deshmyenasas de retinoides en el
metabolismo de la vitamina A.

Se ha demostrado que diversos miembros de la &amdi las ADH y de las SDR
catalizan la oxidacion reversible de retinol arati La conversion irreversible de los
isbmeros de retinal al correspondiente isomero ddoaretinoico (RA) ha sido

demostrada para miembros de la familia de las ALDa&s. citocromos P450 (CYP) son
enzimas involucradas en la desactivacion del métabRA [Adaptado de (Duester,

2000)].
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1.6 RETINOIDES Y SUS RECEPTORES EN EL SISTEMA INMUNE

La vitamina A se ha considerado importante des@eagprincipios del siglo XIX
se le asigno la propiedad de prevenir infecciopesy no fue si no, hasta iniciado los
aflos 80 que se comenzo6 a investigar su metabolsfociones dentro de muchas
areas cientificas, incluyendo su rol en el sistanmaune, en donde tiene efectos
importantes sobre mucosas, inmunidad innata e imadn antigeno-especifica
(Stephensen, 2001). Variados antecedentes de sci®sfkobre organos y células del
sistema inmune, tanto en el modelo murino, comlouenanos se han recopilado.

Utilizando ratones se ha demostrado que la defi@e de vitamina A
compromete las barreras mucosas oculares, res@stogastrointestinales y
urogenitales debido a pérdida de células produsdeanucus (Chandra, 1988; Shoda et
al., 1995; Wiedermann et al., 1995). Esto dismirlay@sistencia a infecciones causadas
por patdogenos que normalmente quedarian atrapadet raucus y eliminados por el
flujo (Sommer, 2003). Es dificil determinar los @fies directos de la deficiencia de
vitamina A en humanos, pero hay reportes que @ementar vitamina A a nifilos con
fuertes diarreas, se recompone la integridad nodedh mucosa entérica con mayor
facilidad (Thurnham et al., 2000). Otro efecto coofado sobre células epiteliales
intestinales es la necesidad de RA para la expredé receptores poliméricos de
inmunoglobulinas (plgR) mediada por IL-4 (Sarkaalet1998).

En ratas la disminucion de los niveles de vitaminafecta el desarrollo de
neutrofilos y otros granulocitos, aumentando el eionde células en sangre periférica

aparentemente por disminucion de la apoptosis (fkametal., 2000), sin embargo, se ha
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demostrado una disminucion de su capacidad fagagijtde destruir bacterias (Twining
et al.,, 1997). En el mismo modelo se ha reportag® esta deficiencia provoca un
aumento significativo en el nimero total de maaoésaen organos linfoides secundarios
(Smith et al., 1987), condicion que también afectas células NK, las que disminuyen
en numero y capacidad litica frente a células taieero infectadas por virus (Ross and
Stephensen, 1996). Por otro lado, la adicion dedidies inhibe la producciéon de IL-4
inducida por antigeno en mastocitos (Hirasawa .et2801), e induce la expresion de
receptores de quimioquinas (CCRs) en monocitos (&iral., 2004). Tanto en ratones
como en humanos la administracion de RA favorecactavidad de células de linea
mieloide (Hengesbach and Hoag, 2004; Leung and alef 2005) y en
polimorfonucleares humanos en cultige ha detectado un aumento en la traduccion de
los mMRNA constitutivos de los receptores de retiasj tras la activacion con PAR
vitro (Yost et al., 2004).

En distintas cepas de ratones, la administracemetinoides, ha demostrado
variados efectos sobre la inmunidad adaptativaasbsioléculas aumentarianheiming
tejido especifico al incrementar la expresion degrinas y quimioquinas en linfocitos T
(lwata et al., 2004; Johansson-Lindbom and Aga@@e42Mora and von Andrian, 2004),
aungue el efecto mas notorio demostrado ha side tbalance Th1/Th2, en donde el
RA suprime el desarrollo de linfocitos Thl y aunaeet de Th2 (Cantorna et al., 1994;
Iwata et al., 2003). En cultivo de linfocitos B hamos, la administracion de retinoides
tiene como efecto la inhibicion de la produccidnidaunoglobulina E (Scheffel et al.,

2005). En patologias humanas la administracionAlédtenido resultados destacables,
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en donde inhibe la proliferacién célular, en elocdse linfoma no Hodgkin de células B
(Guidoboni et al., 2005), mejora la estimulaciongéhnica en pacientes con cancer,
aumentando la diferenciacion de células mieloitiszg@ et al., 2006), y en el caso de la
leucemia aguda promielocitica, donde también serghsuna diferenciacion mieloide
de las células que presentan un bloqueo en su a@diir(Witcher et al., 2004), se ha

observado incluso marcadores fenotipicos de DOk @al., 2004).

1.7 RETINOIDES Y SUS RECEPTORES EN LAS CELULAS DENLRITICAS

En DCs humanas se han observado altos nivelesRi¢Ande los receptores
RAR-o y RXR-a (Fritsche et al., 2000). La adicion de altas catreeiones de RA en
DCs inmadurasn vitro, induce apoptosis y en concentraciones adecuaegsara
presentacion antigénica a linfocitos T en presedeid NFa (Geissmann et al., 2003).
Ademas, se ha demostrado que es posible generarai@stir de monocitos, al ser
cultivados en presencia de RA y GM-CSF (Mohty et 2003). Este hecho también a
sido demostrado en ratones, en cultivos de cétldasédula 6sea, donde se favorece el
desarrollo de DCs mieloides (Hengesbach and Ho864)2 Un antecedente muy
importante es el hallazgo en el modelo murino, lggeDCs producen RA para inducir

homing en los linfocitos T (Iwata et al., 2004).
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HIPOTESIS
La diferenciacion de monocitos a células denditihbumanasn vitro, ocurre
mediante un mecanismo que involucraria la partidpa de las enzimasldehido

deshidrogenasasproductoras de acido retinoico.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Investigar si la diferenciacion de monocitos aule& dendriticas ocurre via

produccion enzimatica de acido retinoico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I Generar células dendriticas vitro a partir de monocitos humanos
utilizando las citoquinas IL-4 y GM-CSF, y caractar fenotipicamente estos
cultivos a los dias 0 (monocitos), dia 2, 4, 6 et citometria de flujo, en

funcion de la expresion de marcadores de difererigiaCD11c y CD14.

il. Caracterizar fenotipicamente cultivos de célulasddécas obtenidos en
presencia de dietilaminobenzaldehido (DEAB), inthilbi especifico de aldehido
deshidrogenasas, al dia 0 (monocitos), dia 2,Mediante citometria de flujo, en

funcion de la expresion de marcadores de difererieiaCD11c y CD14.
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iii. Generar células dendriticasvitro a partir de monocitos utilizando acido

retinoico y GM-CSF y evaluar la accion de DEAB stos cultivos.

V. Evaluar la funcionalidad de las células dendritigaseradas en cultivos

sometidos a la accion de DEAB.

V. Medir la expresion a nivel de mRNA vy la actividawzienatica de aldehido
deshidrogenasas en células dendriticas obtenithaSEBCSF e IL-4 a lo largo del

cultivo.
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2. MATERIALES

2.1 Reactivos Generales

Tubos conicos 15 y 50 ml, placas de cultivo 6 posilFALCON, Becton-Dickinson,

USA.

Azul de Tripan de Merck, Darmstadt.

Metanol, etanol, Xilol; TCL Ltda, Chile.

Paraformaldehido, Isopropanol, Marcador DNA ladgeetefiido. Winkler, Ltda.

Santiago Chile.

DMSO. Sigma, St Louis, MO, USA.

RPMI-1640 Penicilina/estreptomicina, L-glutaminales fetal bovino, BSA; Gibco

BRL, Gaitherburg, NY, USA.

Ficoll-Histopaque. Axis-Shield, Oslo, Noruega.

Citoquinas recombinantes humanas, IL-4, GM-CSF, -tlNBSBiological, USA.
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2.2 Equipos

Citémetro de Flujo FACSscan, Becton Dickinson, USA.

Centrifuga Eppendorf modelo 5810R, Hamburg, Alemani

Microscopio Leica microsystems, Wetzlar GMBH, Alariza

Cémara digital Canon S700 5,0 megapixels, Japon.

Espectrofotdmetro Jenway 6310, USA.

Termociclador PxE, Equilab Ltda., Santiago, Chile.
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3. METODOS

3.1 Obtencion de monocitos de sangre periférica

La obtencion de monocitos de sangre periférica ealizd a partir de
concentrados leucocitarios de donantes normalesfy‘looats”), donados por el Banco
de Sangre del Hospital San José y el Banco de &agr Hospital Clinico de la
Universidad de Chile. El primer paso fue aislafriccion de células mononucleares
(principalmente linfocitos, monocitos y células NKjesente en el “buffy coat” y
separarlas de las plaquetas, de los eritrocitas lpsi polimorfonucleares (granulocitos).
Para ello, se distribuyeron los aproximadamentenbie sangre presentes en el “buffy
coat” en tres tubos conicos de 50 ml, cada tubdl&mado con tampon fosfato salino
(PBS) 1X (KHPO, 0,4 mM, NaHPQ@ 0,6 mM, pH 7,0) y centrifugado sin freno a 1500
rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Al adabe@entrifugacion se obtienen dos
fases: una superior de un color amarillento (fdaenpatica) y otra inferior de color rojo
(fase celular). Se eliminé el plasma y la faselaeliwe resuspendida enrasando a 35 ml
con PBS 1X, luego se adicion6 al tubo 10 ml de IFiPaque, el que se deposito
directamente y lentamente en el fondo del tubandeera de crear una fase separada de
la fase celular. A continuacion se centrifugd siand a 1200 rpm a temperatura
ambiente por 20 min.

Luego de la centrifugacion el contenido se encaesgparado en tres fases: una
fase superior donde se encuentran grandes cardidid@laquetas, una fase inferior
rojiza donde se depositan la mayoria de los eritt® y una fase intermedia blanca

donde se encuentran las células mononucleares (PB¥dtas células fueron removidas,
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con cuidado, y llevadas a un tubo limpio para dagihasta 40 ml con PBS 1X, luego se
centrifugaron a temperatura ambiente a 1200 rpnbpain. Posteriormente, se realizo
un lavado adicional del PBMC, para eliminar losbgil@s rojos, resuspendiéndolo en 5
ml de tampodn de lisis ACK (Ni€1 0,15M, KHCQ y EDTA 0,1mM) y luego de 5 min a
temperatura ambiente, se centrifugé durante 5 mR@0 rpm. Posteriormente, el
PBMC fue resuspendido en 30 ml de PBS 1X y cemfaifiglo 5 min a 1200 rpm como
altimo lavado. EI PBMC obtenido fue resuspendido rerdio de cultivo RPMI
conteniendo 10% suero fetal bovino (SFB), realipand conteo de células en una
camara de Neubauer. A continuacién se sembraroh®@élulas en 3 ml de RPMI
10% SFB, por pocillo en una placa de cultivo deéilfps (Falcon). Después de 2 horas
de incubacion a 37 °C en estufa de,C®e removieron las células no adherentes y los
monocitos adheridos a la placa se lavaron variassvee forma suave con PBS 1X,
temperado para eliminar el maximo numero de linéscde los pocillos. Los monocitos

fueron utilizados para ser diferenciados a DCs ceendescribe a continuacion.

3.2 Induccion de diferenciacion de monocitos a cdas dendriticas

Para diferenciar la poblacion de monocitos a DGw uez obtenidos los
monocitos y estando adheridos a la placa de 6lpscileron afiadidos 2,5 ml de medio
RPMI 1640, suplementado con 10% SFB, una mezcémtleidticos (penicilina 100U/,
estreptomicina 10Qug/ml) y L-glutamina 1 mM a cada pocillo. Adicionamie se
agregoé citoquinas recombinantes 500 U/ml de IL#4r(@) y 800 U/ml de GM-CSF

(Leucomax 400, Novartis) para inducir la difereo@a celular. Al dia dos de cultivo,
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se agregaron 2,5 ml de RPMI 1640 por pocillo, supletado de la misma manera,
cuidando de mantener todas las concentracionesiabies. Al dia 4 de cultivo, se
removieron 2,5 ml de RPMI 1640, por pocillo, paestituir esa misma cantidad de
nuevo medio de cultivo con los suplementos neaesalias células pudieron ser
removidas al dia 6, en un estado de DCs inmaduralSien, se agregdé LPS en
concentracion de 1 ug/ml para inducir maduracidado en el que fueron recuperadas

24 horas después (dia 7).

3.3 Induccion de la diferenciacion con acido retinoo

Para diferenciar la poblacién de monocitos a D@garndo RA, se procedié de
la misma manera descrita anteriormente, con laetitéa de que para este experimento
no se adicion6é al cultivo la citoquina IL-4, la qfee reemplazada por RA en

concentracion final de 1pM.

3.4 Inhibicion de la diferenciacion de monocitos aélulas dendriticas

Para generar la condicion de inhibicibn de la difieracion, a un cultivo
realizado con IL-4 y GM-CSF (cultivo estandar) orehlizado con RA y GM-CSF
(cultivo RA) se le adicioné junto con el RPMI 164Wplementado, 3QuM de
dietilaminobenzaldehido (DEAB) de concentraciénalfinpor pocillo. Las células
mantenidas bajo estas condiciones fueron remowbd& 6 para compararlas con las
DCs inmaduras, o al dia 7 luego de ser enfrentaddS para compararlas con las DCs

maduras.
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3.5 Andlisis por citometria de flujo

Las células fueron despegadas de la placa de @uitivzando un “cell scraper”,
depositandolas luego en tubos conicos, por sepdaadmelulas estimuladas con IL-4 y
GM-CSF, las sometidas al estimulo de RA y GM-CSHay que estuvieron bajo
inhibicion con DEAB. Las células se contaron en a@de Neubauer verificando la
viabilidad celular mediante la exclusion de azulTdgan y se lavaron posteriormente
con PBS 1X, después de centrifugar las célulasofueesuspendidas en PBS 1X en
volumen adecuado para asegurar 3%cElulas por 10Ql, este volumen se agregd por
pocillo en una placa de 96 pocillos, fondo V. 8etdfugd la placa durante dos minutos
a 2000 rpm, se elimind el sobrenadante y caddlpae incubd con 100l de solucion
PBS-plasma humano al 10%, a temperatura ambient@ntgé 15 min. Luego de
centrifugar la placa, se elimino el sobrenadanfeeyon agregados los anticuerpos anti-
CD11c, y anti-CD14. Pocillos a los que no se agmaagauerpo fueron utilizados como
controles. Esto se realizé para todas las condisiate cultivo celular. Después de 30
min de incubacion en oscuridad a 4° C, la placac&rdrifugada y lavadas las células en
sus pocillos con 20Ql de PBS 1X — SFB 1%, en 3 oportunidades y luegaldis con
PBS-paraformaldehido al 2% en SFB al 0,1% y guasiad4°C en oscuridad hasta su
analisis. Las células fueron adquiridas en un atoon de flujo (FACSort;

BDPharmingen) y analizadas utilizando el softwae#@uest.
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3.6 Disefio de partidores especificos para ALDH1A1ALDH1A2

Actina sirvio como gen control y la secuencia de partidores se obtuvo de
secuencias publicadas en la literatura. Todos fodpaes para ALDH fueron disefiados
en nuestro laboratorio utilizando el programa VedTd, o la utilidad OligoAnalyzer

3.0 (ttp://www.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligo&lgzer), usando secuencias

de mRNA obtenidas de GenBank (secuencias y nunderosgistro en Tabla 1). Ambos
partidores para ALDH1A2 fueron disefiados de maderancluir las posibles variantes

de “splicing”. Todos los partidores fueron sintaties por AlphaDNA (Montreal).

Tabla 1. Secuencia de partidores de ALDH humana.

Gen Secuencia partidores Tamafio Registro
523 producto PCR| Gene
ALDH1Al | F>GGCCGCAAGACAGGCTTTTCAGA 361pb 25777722

R->GCTCAGTGCAGGCCCTATCTTCCA

ALDH1A2 | F>GGAACTTCCCCCTGCTGATGTTT | variantel 318pl 25777723
R>GACTTTTGCCTCCAAGTTCCAGAG | yariante2 204pty 25777725

variante3 318pl 25777727
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3.7 Extraccion de RNA total y RT-PCR

Entre 1 — 6 millones de monocitos sin tratamientocan estimulo de
diferenciacion, al dia 2, dia 4, dia 6 o dia 7 deatiento, se utilizaron para la
extraccion de RNA total utilizando el método dez®ti(Invitrogen), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La concentracion deARobtenido se determind por
espectrofotometria. La reaccion de sintesis deitaepa hebra de cDNA mediante RT-
PCR se efectud a|lg de RNA total de cada muestra en2@e mezcla de reaccion,
que contenia: 5X First-Strand Buffer (250 mM Tri€lHpH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM
MgCl,), 500 pg/ml oligo (dT), Iul de dNTP Mix 10 mM (10 mM de dATP, dGTP,
dCTP y dTTP), 2 ul de ditiotreitol (DTT) 0,1 M y @@nidades de enzima transcriptasa
reversa M-MLV (Invitrogen). La mezcla se incubd,g&e las indicaciones del
fabricante, durante 50 min a 37°, y luego 15 mirDa para terminar la reaccion. Bajo
estas condiciones de RT-PCR, los niveles de mRNAcatka muestra se pudieron

determinar semicuantitativamente.

3.8 PCR semicuantitativo para ALDH

La reaccion de PCR semicuantitativo se realiz0 B8r ciclos; 1 min
desnaturacion a 94°, 1 min de alineamiento a 6Dnyn de extension a 72° utilizando
un termociclador (PXE, Equilab Ltda., Santiago,|€©hiEl resultado de la reaccion de
PCR fue analizado por electroforesis en geles deoag al 2% - bromuro de etidio. Los
niveles de mMRNA para las ALDH y actina se cuardifon por escaneo densitométrico

utilizando el programa Imaged 1.3&ttp://rsb.info.nih.gov/i). La razén de las
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densidades de mRNA de ALDH versus la densidad deAn&e actina, gen control, es

la que se ha calculado para cada condicion.

3.9 Medicion de actividad enzimatica

Se extrajo proteinas de cada una de las condicitmesltivo establecidas. Para
ello, se resuspendieron aproximadamente 2 milldeelulas en tampoén fosfato 50mM
pH 7,5 (NaHPO, x 2H,0, NaHPO, x 12H,0), se sonicaron en hielo 3 veces por 10 seg
enfriando a intervalos de 10 seg y se centrifugalarante 30 min a 14000 rpm, del
sobrenadante se efectud determinacion de protafiti@ando el “kit” de BioRad (Bio-
Rad D Protein Assay), para lo cual se tomoé una alicueta gl y se le agrego 2BL
de una mezcla de los reactivos Ay S en la proporéD A: 1 S y luego 200L del
reactivo B, agregados en pocillos de una placedé®placa se analizé en un lector de
ELISA a 630 nm. Para medir la actividad enzimasiegreparo una mezcla de reaccion
tampoén fosfato 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, DTT 100 mMIAD+ 100uM y 1 ug de
proteina. La reaccion se inicia por la adicion efénal 20uM, sustrato de la enzima
ALDH. La actividad se evalu6 espectrofotométricataga 340 nm, por la aparicion de
NADH, utilizando un coeficiente de extincion deB/@M ' cm™. La determinacion se
efectud por un periodo de 8 min, comprobandos«istencia de un comportamiento
lineal. Los valores fueron expresados caqmmwles de NADH producido por minuto por

cadaugramo de proteina.
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3.10 Inmunofluorescencia
Se prepar6 un cubre objetos estéril, incubandotarde una hora con 1Q0 de

polilisina para proveer una adhesion celular apgi y lavando 3 veces con PBS.
200.000 DCs provenientes de un cultivo estandamcoontrol o DCs mantenidas bajo
inhibicion con DEAB, se fijaron sobre el cubre dbgecon 70% metanol frio durante 10
min, se lavaron 2 veces con PBS, para luego bloquesa5% BSA-PBS durante 1 hora.
Posteriormente, se lavo con PBS para luego agfagadina y el anticuerpo primario
CD11c, en buffer fosfato- BSA 1%, se incubo a 43@atla noche. Antes de incubar con
el anticuerpo secundario conjugado por 1 horagakzaron 3 lavados con PBS durante
5 min. Finalmente, las células se analizaron parascopia confocal (Objective X63,

LSM 510; Carl Zeiss Microlmaging).

3.11 Ensayo de fagocitosis

Tanto DCs provenientes de un cultivo estandar c@@s mantenidas bajo
inhibicion con DEAB, fueron mantenidas en cultivenc0,05ug/ul de dextran-FITC
durante 2 horas a 4°C como control basal de faggisity otro grupo de células se
mantuvo a 37°C para observar la fagocitosis reastdfiormente, las células fueron
lavadas en dos oportunidades con PBS para luegijasks con paraformaldehido al

2% y analizarlas por citometria de flujo.
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3.12 Viabilidad celular

La cantidad de células muertas se analiz6 midiémdocorporacion de yoduro
de propidio (PI) en los cultivos. Para ello, DCevanientes de cultivo estandar y DCs
mantenidas bajo inhibicion con DEAB, se prepargrara ser analizadas por citometria
de flujo como se indicoé anteriormente, realizanidandlisis inmediatamente después de
la extraccion. Previo a la medicidon en el equigoadicioné a cada muestra 1i0de Pl
(solucion “stock” de 0.5 mg/ml). Una muestra de Stndar y otra de DCs inhibidas

sin marcar con PI se utilizaron como blancos emalisis.

3.13 Andlisis estadistico

Los resultados fueron presentados como el promeelitas mediciones + su
desviacion estandar (DS), graficamente las baeasmr representan la DS. El analisis
estadistico fue hecho con el programa GraphPathPkisSe utilizo analisis de varianza
(ANOVA) para determinar la significancia. Todos l&tos son representativos de por

lo menos tres experimentos independientes.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion fenotipica de células dendritess humanas diferenciadas con

IL-4 y GM-CSF, en ausencia y presencia de DEAB vitro.

A medida que los monocitos (Mo) se diferencian aspDla poblacion celular
aumenta su tamafo (FSC) y su granularidad (SSQJI éilempo, de manera que la
poblacion inicial se desplaza hacia arriba y agleecha. Este cambio en FSC y SSC no
es tan evidente en el cultivo de monocitos en praede DEAB (Figura 4a). Las
diferencias de tamafio se hacen patentes en lasoopi@, en donde se aprecia una
diferencia estructural entre las células cultivadascondiciones normales, las que se
presentan como células grandes y con proyecciatgdasmaticas, en tanto que las

células mantenidas con DEAB se observan mas pegjyaigalondas (Figura 4b).
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CD11c Actina Superposicion

IL-4/GMCSF/DEAB

Figura 4: Perfil fenotipico de la diferenciacion demonocitos a células dendriticas
en condiciones normales y bajo estimulo de DEAB.

a) “Dotplots” representativos de la diferenciacis un cultivo de monocitos (Mo) a
DCs (dia 6)in vitro, bajo condiciones normales de IL-4 y GM-CSF, eseacia y
presencia de DEAB. b) Morfologia de un cultivoedénciado al dia 6, en ausencia
(panel superior) y presencia de DEAB (panel infg¢rise muestra inmunofluoresencia
para CD11c (verde) y actina (rojo). Flechas blanedian sitios de colocalizacion de
CD11cy actina.
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Para verificar si existen diferencias en la expresle marcadores de superficie
entre los cultivos normales y los estimulados cdBAB, cuantificamos mediante
citometria de flujo su aparicion a diferentes dial® largo del cultivo. Se determind
CD11c, proteina propia de DCs y de muy baja exgnesn un linaje de monocitos, y
CD14 proteina expresada preferencialmente en mmsocmuy poco en DCs.

El nivel de CD11c, a medida que ocurre la difeie@rion a DC, en condiciones
normales, aumenta considerablemente hasta alcanzamedia de 60,4 8,6 % de
células positivas, del total de la poblacion al@lianientras que en el cultivo con DEAB
se detecta una media de 3616 %. Para CD14, al dia 6 de cultivo en condieson
normales, se observa una media de_10,4 % de células positivas del total de la
poblacion, mientras que para el cultivo con DEABy@centaje de células positivas es
de 47,1 +2,4 % del total (Figura 5a).

La intensidad de fluorescencia media (MFI), indaradle la densidad de
proteinas que poseen las células en la membramaestros cultivos mostré un patron
similar al obtenido por porcentaje de poblacidns Ic&lulas mantenidas con DEAB
presentaron menos densidad de proteinas CD11c supstficie que las producidas en
condiciones normales a lo largo de todo el culfdi@ 2, dia 4 y dia 6). También se
detectdé diferencias en la localizacion de CDllcguse lo observado en la
inmunofluorescencia (Figura 4b). En tanto, la isidad de CD14 en los cultivos
normales disminuyod, en presencia de DEAB se manpugoticamente invariable a lo

largo del cultivo (Figura 5b).
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Figura 5: Caracterizacion fenotipica de los culties de células dendriticas en

condiciones normales y mantenidas en cultivo con [MB.

a) porcentaje de células positivas del total deolalacion para los marcadores CD11c y CD14.
(n=6). *** p < 0.0001. b) Intensidad de fluorescenmedia para cultivos a los dias 2, 4 y 6 para

las condiciones: normdll  y con DEAJ
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4.2 Evaluar el efecto de DEAB sobre células dendidas generadas con acido
retinoico (RA).

Para determinar si la accion de DEAB tiene un eféatecto sobre las enzimas
deshidrogenasas, se ensayo su presencia en culevo€s producidas con RA, que es
el producto metabolico de la enzima ALDH. De estmena generamos DCs de manera
independiente de la enzima.

La poblacion de células positivas para CD11c, gelas de esta manera, al dia
6 mantiene niveles de CD11c similares a las geasradn el método estandar, ya que
las células obtenidas en condiciones normalessygémeradas con RA y GM-CSF
presentan un 63,8 2,8 % y 58,9 43,6 % de la poblacion positiva, respectivamente. A
agregar DEAB al cultivo normal, la poblacién positise reduce a un 35,136 %,
mientras que la adicion al cultivo con RA no prégarariacion en la poblacion (59,2 +
2,7 %) (Figura 6a). El cultivo con GM-CSF se utilicomo control de expresion basal
de CD11c. Al medir la intensidad de fluorescencedia el resultado fue similar, MFI
779,2 +30,2 y 737,5 #45,8, respectivamente para las células obtenila®mrdiciones
normales, y las generadas con RA. En tanto, losivosl que contenian DEAB
mostraron niveles similares de CD11c (MFI 7414242) a los crecidos en ausencia de
inhibidor (Figura 6b), no presentando alteraciofe®tipicas a juzgar por su tamafo

(FSC) y granularidad (SSC).
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Figura 6: Comparacion fenotipica de células dendritas generadas con IL-4/GM-
CSF, y acido retinoico, en presencia y ausencia d&AB.

a) porcentaje de células que expresan CD11c del t la poblacién, para cada
condicion. ***p<0,001 b) Intensidad de fluorescenmedia (MFI) de la expresion de
CD11c para cada condicion. (n=5, para cada conmgicio
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4.3 Evaluar la funcionalidad de las células tratadsacon DEAB.

Con el objeto de evaluar la funcionalidad de ldslag generadas en presencia de
DEAB, se determiné la viabilidad celular a dist;xtancentraciones de DEAB, y si esta
adicion afectaba también un parametro funcionalactanfagocitosis, comparandose con
las células generadas en condiciones normalesidoapioracion de loduro de propidio
(PI) al dia 6, en las células sometidas al estinmitbitorio (DEAB) fue, medido en
porcentaje de células muertas, 11,5443 % al agregar M de DEAB, 11,19 41,17
% con 30uM y 11,34 +1,00 % cuando la concentracién fue @RI, porcentaje
equivalente al presentado por las células en cmmdis normales 11,48 + 1,30 %
(Figura 7a).

La fagocitosis observada en las células cultivagtagpresencia de DEAB fue
ligeramente menor a la presentada por las céldasales a 37°C, valores en MFI de
312,0 +16,9 y 431,0 26,8, respectivamente. Esta diferencia resultGsggrificativa
(*p=0,034), al igual que al compararlas con DCsmades maduradas con LPS (MFI
197.5 +24.7) (*p=0,032). Algo interesante es que lasla8leultivadas con DEAB y
que fueron tratadas con LPS para ser maduradasernpagon una fagocitosis

comparable al control a 4°C, MFI de 56.8.4 y 54.0 8.4, respectivamente.
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Figura 7: Andlisis funcional de células dendriticagDCs) generadas en condiciones
normales, en presencia y ausencia de DEAB.

a) % de células muertas al dia 6 en cultivos nasnah ausendll  y en prese[ tia de
distintas concentraciones de DEAB, p=0,985. b) Canan@dn de la actividad endocitica
de DCs inmaduras a 37°C, y DCs maduradas con L3J¥3@en ausencia y presencia de
30 uM de DEAB. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Se incley un histograma
representativo de la actividad endocitica, en darata curva conserva el color de la
condicion indicada en el grafico. DCs a 4° corresj@oa un control negativo (para todas
las condiciones n = 4).
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4.4 Determinacion de la expresion de enzimas aldeloi deshidrogenasas mediante
RT-PCR semicuantitativo.

Con el objeto de determinar si en un cultivo estardté monocitos sometidos al
estimulo diferenciador existia expresion de algemeima aldehido deshidrogenasa y si
a medida que avanzaron los dias de cultivo se ssdifalguna diferencia en esa
expresion, se utilizd6 RT-PCR semicuantitativo pa@s enzimas de la familia;
ALDH1Al y ALDH1AZ2, los partidores y métodos utilidas se describieron en la
seccion Materiales y Métodos.

Se pudo detectar que los monocitos expresan hajeles de ALDH1A1, como
se observa en la Figura 8. Paradojalmente, al dia @ltivo no se observo expresion,
bajo las condiciones de experimentacion utilizabasante los dias 4 y 6, los niveles de
MRNA aumentan, y al agregar LPS ocurre una ligesmiducion (Figura 8a). El

comportamiento de la expresion del mMRNA se graditéa Figura 8b.
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Figura 8: Expresion de aldehido deshidrogenasa 1ARALDH1A1) en monocitos y
células a distintos dias de diferenciacion a célidalendriticas.

a) PCR representativo, en donde se observa las@prde mRNA, banda de 361 pb. M:
Marcador de tamafio molecular, Mo: Monocitos sataimiento, d2: dia 2, d4: dia 4, d6:
DCs inmaduras, LPS: DCs maduras. b) Cambio en paesidon de ALDH1Al en la
generacion de DCs. Valores normalizados con laesigm de actina, considerandose el
de Mo igual a 1. Los resultados corresponden aa@eaperimentos independientes.
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En la expresion del mRNA para ALDH1A2 se obsemaamto en monocitos,
como en las células a distintos dias de difererriacina banda de aproximadamente
300 pares de bases (pb) que a medida que progresétieo no presenta variacion
significativa. A partir del dia 2 aparece una raubgnda de aproximadamente 204 pb, la
que a partir de ese momento comienza a disminuiexpresion manteniéndose en
niveles constantes incluso después de la madurai@otas DCs (adicion de LPS)

(Figura 9a), el comportamiento de la expresiomueNA se grafica en la Figura 9b.
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Figura 9: Expresion de aldehido deshidrogenasa 1A2LDH1A2) en monocitos y
células a distintos dias de diferenciacion a célidalendriticas.

a) PCR representativo en donde se observa la @prés mRNA, banda superior de 318 pb 'y
banda inferior de 204 pb, ausente en monocitoindiea el valor relativo de la expresion de la
banda inferior, excluyendo Mo. M: marcador de tamd#io: Monocitos sin tratamiento, d2: dia
2, d4: dia 4, d6: DCs inmaduras, LPS: DCs madima€ambio en la expresion de ALDH1A2
en la generacion de DCs. Valores normalizados@expresion de actina, d2 se considera como
valor 1. Los resultados corresponden a cuatrorarpatos independientes.
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4.5 Determinacion de la actividad enzimatica de ak&hido deshidrogenasa

ALDH1A1 y/o ALDH1A2.

Para determinar la capacidad de las células pardupr RA, se cuantificd la
actividad enzimatica de ALDHs en células de uniwulestandar a distintos dias,
midiendo la produccion de NADH, por espectrofotamaet 340 nm. Dado que tanto
ALDH1Al1, como ALDH1A2, poseen retinal como sustratbo se descarta la
posibilidad de detectar la actividad de ambas emzisimultaneamente. El| NADH se
produce junto con el RA, tras la oxidacion delnatien presencia de NAD+. Los
monocitos de sangre periférica, separados, siantiahto alguno, y los monocitos
mantenidos en cultivo en ausencia y presencia deGSH, no presentaron actividad
enzimatica. A partir del dia 2 se observa un aumsignificativo en la produccion de
NADH, al igual que al dia 4, 2,4 8,2 y 2,5 _+0,3 umoles de NADH/minuto,
respectivamente (Figura 10b). En tanto, al diau6toj con las muestras tratadas con
LPS, se detectaron altos niveles de actividad extiay aunque de menor magnitud que

en los dias anteriores (1,841 y 1,6 +1,1umoles de NADH/minuto).
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Figura 10: Actividad enzimatica de aldehido deshidrgenasa en células en proceso
de diferenciacion desde monocitos a células dendctis.

a) Grafico representativo del progreso de la atdii enzimatica en el tiempo, para
distintas condicioneso-: monocitos; A- : monocitos + GM-CSF por 48 horag, - - : dia
2 de cultivo, -*-: dia 4 de cultivo,&-: dia 6 de cultivo, m- : LPS. b) actividad
enzimatica enumoles de NADH producido por minuto. Entre dia 2 ynd hay
diferencias significativas, P>0,05; al igual quére dia 6 y LPS, P>0,05. ***p<0,001
y *p<0,05. (n=4, para cada condicion).
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5. DISCUSION

La generacion de DOs vitro se ha vuelto una herramienta de gran utilidad en
inmunologia, debido a la capacidad de estas céphdas controlar la capacidad y la
magnitud de la respuesta inmune. No se encuensitas doncretos de un mecanismo, ni
de que moléculas estan involucradas en el procesgederacion de DCs a partir de
monocitos, y solo existen antecedentes respedto utdizacion de distintas citoquinas y
las consecuencias en la inmunogenicidad de las NDSotros proponemos que las
enzimas ALDH son participantes activas del procksdiferenciacion.

En la generacion de Dds vitro a partir de monocitos humanos, se utilizan
medios de cultivo suplementados con suero (RPMOLg4in suero fetal bovino (AIM-
V, X-VIVO 15, y X-VIVO 20), en nuestro caso utilimas RPMI con 10% de suero fetal
bovino (SFB). Bajo estas condiciones el rendimigntoabilidad en la produccion de
DCs a partir de monocitos resulta ser mejor quéaesusencia del SFB (Peng et al.,
2005). Postulamos que la diferencia se debe a quel &FB existe una cantidad
aproximada de 0,5umol/litro de retinol (Hengesbach and Hoag, 2004nticlad
suficiente para ser metabolizada a RA por las aglwn cultivo. El retinol es
transportado en relativamente altas concentracipoestodo el organismo, estando
disponible esencialmente para todas las células parpotencial conversiéon en RA
(Duester, 1996), pudiendo ingresar por interacaohielrofobicas con la membrana
plasmatica o por endocitosis (De Luca, 1991).

Para determinar la diferenciacion celular se mididexpresion de CD1l1c,

proteina presente en gran cantidad en DCs y noo@iocitos, y también se midio CD14,
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marcador de linaje de monocitos con muy baja pmgesn DCs, de manera que un
cultivo normal de DCs, presenta una gran cantidad GD11lc, mientras que
practicamente carece de la expresion de CD14. Senaben las Figura 4 y Figura 5,
que la adicion del inhibidor especifico de deshygrmasas (DEAB) detiene la
diferenciacion de monocitos a DCs. Algo que es ewiel es que existe parte de la
poblacion mantenida bajo inhibicion (35%), que camga con monocitos, presenta un
fenotipo de DCs, a juzgar por los niveles de CDLTiD14 detectados con citometria.
Se han identificado enzimas capaces de sinteti&aa Rartir de retinal, pertenecientes a
las citocromos P450, CYP1Al y CYP1A2 (Nagl et a002), presentes en células de
linea mieloide, que podrian suplir la necesidacabiica de RA en caso que las ALDH
se vean afectadas, tal como se ha propuesto emoslgasos (Kastan et al., 1990), ello
podria explicar por que la inhibicion no es totalla inmunofluorescencia es notorio
que el tamafo de las células tratadas con DEAB wehonmenor que el de las DCs
normales y que la expresion de marcadores se etadée Especulamos que CD11c es
una proteina preformada en el interior de los mbo®y no se expresa en la superficie
debido a que en el interior de la célula se encaestlocalizada con actina (flechas
blancas, panel inferior Figura 4c), Este hechoitha sefialado previamente con respecto
a otras proteinas de membrana, como CD83, present&Cs maduras (Cao et al.,
2005), ademas, que es posible expresar CD11c eaatms luego de ser activados con
péptido muramil (Darcissac et al., 1996).

Se sabe que se pueden generar DCs utilizando Réomcentracion unica de

1pM. Las células generadas son células idénticagtifgcamente a las DCs inmaduras
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producidas bajo el estimulo normal (Mohty et abQ2). Al probar el efecto que tiene la
adicion del inhibidor sobre el cultivo con RA, ne sbserva una disminucion en la
expresion de CD11c, y por lo tanto, en la diferacidn de las células, indicandonos que
en este caso la diferenciacion esta ocurriendo aeera independiente de la enzima
aldehido deshidrogenasa. La Unica concentraciGetivdea la que se pueden generar
DCs con RA es 1pM (Mohty et al., 2003), a concextrzes mas elevadas el porcentaje
de DCs es notoriamente mas bajo, y otros retinopleslucen incluso apoptosis

(Geissmann et al., 2003), estos antecedentes slcativos de que la accion de RA

sobre sus receptores es especifica y dependieni@ cncentracion, avalado por el

hecho de que los dos receptores de retinoidesmeaesdos sitios de union al ligando vy,

RXR en el heterodimero tiene un rol regulador (Bzat al., 2004).

El porcentaje de la poblacion positiva para CD1lacdisminuye debido a un
aumento de la muerte celular luego de la admimisinade DEAB, tal como se
comprob6é al medir la incorporacion de Pl de lostivos de DCs a distintas
concentraciones de DEAB. Junto con ensayar la obrazeon a utilizar en los demas
experimentos, se escogio una concentracion masyhaja mas alta, en ningun caso la
muerte celular de los cultivos bajo inhicion en#igativa con respecto a la registrada
en condiciones normales (Figura 7a). El Pl seaulzs hebras de acido nucleico de las
células, pero para hacerlo debe necesariamenteesdirala membrana plasmatica, la
Gnica manera en la que el Pl puede atravesar lsbnaeia es que la célula se encuentre
en estado de necrosis 0 apoptosis avanzada, poelse utiliza para medir la cantidad

de células muertas (Darzynkiewicz et al., 1992yaReerificar si el DEAB afecta la
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funcionalidad de las DCs utilizamos la fagocitaisno rasgo importante de la funcion
de las DCs inmaduras. Como se observa en la Fifjuréa fagocitosis a 37°C de los

cultivos mantenidos con DEAB es menor a la fage@taormal (*P<0.05) a 37°C, pero

es mayor que la fagocitosis de las DCs maduras)(I(f’s<0.05), es decir nuestras

células inhibidas fagocitan activamente, pero emaneggrado que los monocitos,

sabiendo que no existe diferencia significativas l@ncapacidad fagocitica entre

monocitos y DCs (Nagl et al., 2002). Asi, el indixi afecta este parametro, lo que
concuerda con antecedentes descritos previameun&e,sefialan que la carencia de
vitamina A afecta la capacidad fagocitica de laslag (Sijtsma et al., 1991). La

fagocitosis de las células mantenidas en inhibicjée se maduraron con LPS es muy
baja, solo comparable al control negativo mantered@l°C, este hecho se debe
presumiblemente a muerte celular tras la adicidnLB&, puesto que al momento de
medir la poblacion positiva en la incorporacion Dextran-FITC, esta disminuyo

drasticamente. Es posible que el estimulo inflan@iaduzca la apoptosis en ausencia
de RA, se ha reportado algun tipo de interaccionaerbas vias de sefalizacion
(Antonyak et al., 2003; Zhang and Rosdahl, 2004).

La expresion de enzimas retinal deshidrogenasaasecelulas es esencial para
su buen funcionamiento, en la linea mieloide, halstiaicio de esta tesis, solo habia sido
reportada en células mielopoieticas CD34+ (Storiad. £2005), eritrocitos (Johnson et
al., 1992) y monocitos humanos (Kastan et al., 1,99fue recientemente en septiembre
del 2006 (Szatmari et al., 2006) donde se indicpré&sencia de ALDH1A2 en DCs

humanas. Las isoenzimas citosolicas que pudieraiizza la conversion de retinal a
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RA son ALDH1A1, ALDH1A2, ALDH1A3, y ALDH8A1 (Sladek2003), en esta tesis
se pesquisaron las expresiones solo de las dognpsimen vista de que existen pocos
antecedentes acerca de la funcion que cumplireotltas dos, lo que no quiere decir
que las enzimas no estudiadas no pudieran partieip&ste proceso metabdlico, en el
modelo estudiado. El resto de las aldehido deshémhasas no estan involucradas en la
generacion de RA (Duester, 2000). Para investigapriesencia y cambios en la
expresion de alguna de las isoenzimas mas impestanealizamos PCR
semicuantitativo de muestras de distintos dias rercultivo normal de DCs. Para
ALDH1A1, tal como se observa en la Figura 8, el ouito presenta una expresion
basal baja de esta isoenzima, como era de esgeram lo informado en la literatura
(Kastan et al., 1990). Este nivel de expresion@enalizé con respecto al control de
actina y se le asigno un valor de 1. Al dia 2 nolsgerva expresion del mRNA o bajo
las condiciones de experimentacion no es detectdbléodas formas es indicativo de
que la expresion es significativamente mas bajaequel resto de las condiciones de
cultivo. Para los dias 4 y 6 de cultivo hay un antmesn la expresion de la enzima, la
que decae una vez que se han enfrentado las calul#S. Sin embargo no podemos
asegurar que esta baja se deba a la adicion del pRSto que no sabemos si en
ausencia del estimulo inflamatorio, la baja enxiaresion ocurre con el tiempo, pero si
puede existir una relacion entre la accion del A& via metabdlica del RA, tal como
se sefalé anteriormente, y por eso puede estari@wo esa disminucion en la

expresion.
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Algo que resulta interesante es que aparentemeatarento de la expresion de
MRNA, se produce tras la estimulacion de los mdosaon IL-4, en otras condiciones
de cultivo se observO que no existe un aumentoifisigtivo en la expresion de
ALDH1A1, asi por ejemplo, si el cultivo solo se mane con GM-CSF (comprobado
en la actividad enzimatica). Se ha reportado ge®®, que este factor estimulante esta
directamente relacionado con la activacion de gdepsendientes de RA (Shimizu et al.,
2006), y que induce la expresion de receptores R&i#mnizu and Takeda, 2000), pero
gue se necesitaria un segundo estimulo para desgracatoda la cascada regulatoria
génica, en nuestro caso IL-4 seria ese segundoustique pudiera estar aumentando
la cantidad de enzima disponible y ejerciendo adewtéos efectos sobre la maquinaria
metabolica celular. Al respecto se ha indicado Ijt# es capaz de activar el factor de
trascripcion PPAR aumentando sus ligandos (Huang et al., 1999)eylg activacion
de PPAR aumenta la expresion de retinal deshidrogenaszatn(@ri et al., 2006),
ademas, de que la activacion de PRA®S necesaria para la diferenciacion y la
regulacion funcional de las DCs (Szatmari et 072 Zapata-Gonzalez et al., 2007).
Otro mecanismo de accion de los retinoides pudierarse a cabo a través de las
proteinas STATSYgnal Transducers and Activators of Transcription). Se sabe que la
IL-4 activa STAT6 (Quelle et al., 1995; Takeda &t 4996), habiéndose sugerido
multiples conexiones entre STATS y la familia deepgiores de retinoides (Dimberg et
al., 2000; Collins, 2002).

La situacion observada para la isoenzima ALDH1AZ2dsstinta, existen tres

isoformas de esta enzima, la descrita como variambds larga, de 518 aminoacidos, la
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variante 2 de 480 aminoacidos y la variante 3, 22 @minoacidos. Para evaluar su
expresion en los cultivos se disefidé un Unico pgratédores de ALDH1A2, de manera
de que se amplificaran las 3 isoformas. Sin emhalgioido a la distribucion variable de
los intrones, fue necesario reducir significativateda region comun a las tres variantes
de “splicing”, por ese motivo, las isoformas 1 gd@nciden en el tamafio del producto
de PCR (318 pb), mientras la variante 2 mostréanmafio de 204 pb. Como se aprecia
en la Figura 9, en monocitos se detecta la preselecla banda de 318 pb, indicandonos
que pudiera estar presente la variante 1, la warfam ambas. A partir del dia 2 y hasta
después de la estimulacion con LPS aparece una loen@d04 pb, que corresponderia a
la variante 2, alcanzando un “peak” en la expreaiGegundo dia para luego disminuir
y permanecer invariable hasta el término del coiltiv

Como la expresion del mRNA sufre cambios en el ggocde diferenciacion,
pero en vista que este cambio no tiene un patronidiz en su variacion, es necesario
determinar las ALDHSs a nivel de proteina. Al tragade una enzima decidimos medir su
actividad en el cultivo de monocitos, y de las le&uwen proceso de diferenciacion a
DCs. Para medir la actividad se registr0 espedwofétricamente el cambio en
absorbancia producido por la generacion de NADH 80, pH donde se ha registrado
la mayor actividad para la familia ALDH1 (Bhat aBdmaha, 1999). El NADH es el
producto generado por la enzima tras convertietghal, en presencia de NAD+, en RA.
El retinal es sustrato de las deshidrogenadasiijigH1Al1 y 1A2 (Klyosov, 1996), por
lo que no podemos saber cual tiene mayor actividsimiendo que ambas participan,

debido a que registran variacion en el mRNA, @ sidriacion se debe exclusivamente a
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una de ellas. Se pudo observar que la actividamn@tiza presente en los monocitos es
nula, a pesar de existir expresion del mRNA, laasiton es distinta a partir del dia 2, en
donde existe un aumento significativo en el nivella actividad enzimatica presente,
alcanzando los valores mas elevados entre losliagt. Al dia 6 se observa una
disminucidén levemente significativa, la que sefici en los cultivos que fueron
enfrentados a LPS. También observamos que la shtadém de GM-CSF, no es
suficiente para una activacion de la enzima. Giegtate la actividad presentada por los
cultivos al dia 2, se contrapone con la cantidadn&NA observados de la isoenzima
ALDH1A1l y concuerda con la aparicion del mRNA devhxiante 2 de la isoenzima
ALDH1A2. Una explicacion posible para este fenoOmeramlica en el control
transcripcional de las enzimas. En el caso de ALBAHlen la muestra al dia 2
(correspondiente a monocitos estimulados con IL&MCSF por 2 dias), la totalidad
del mMRNA ha sido traducido a proteina, un compaedato que ya habia sido reportado
en el control de los receptores (Yost et al., 208#})lia 4 (correspondiente a monocitos
con una segunda estimulacion IL-4 y GM-CSF), se rh#@ficado el estimulo
diferenciador, por lo que las células transcribeaevamente mMRNA para asegurar su
biodisponibilidad. Luego la célula entra en unaefake control postraduccional y
traduccional, donde los niveles de mRNA al diataresnuy elevados, manteniéndose
altos incluso como DCs maduras (presencia de LE8i. los datos recopilados no
podemos esclarecer cual de las dos isoformas apwtaa la actividad enzimatica,
puesto que el NADH producido en la reaccion pudbedse al aporte conjunto de

ALDH1Al y ALDH1A2.
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Para ALDH1AZ2, la estimulacion inicial de monocitas IL-4 y GM-CSF, junto
con mantener la expresion de las isoformas 1 y 3AdPH1A2, desencadena la
expresion del mMRNA de la isoforma 2, de 204 pbadenizima, lo que se observa al dia 2
(Figura 9a). A partir de ese momento, la expresiérambos mMRNA disminuye para
permanecer en niveles constantes. La actividadrgtizia mas alta se observa al dia 4,
es decir, posterior a la reestimulacion con IL@M-CSF, después que se ha producido
buena cantidad de ALDH1Al y de las isoformas ladkemas, de la isoforma 2 de
ALDH1A2. La actividad maxima podria darse despugdadreestimulacion, pero antes
del dia 4. Sin embargo, para establecer el momexdoto, habria que hacer ensayos
acotando los periodos en que se realicen las desmiones en el cultivo. Es muy
posible que los efectos sobre la actividad enzoade deban tanto a lo que ocurre con
la ALDH1A1, como lo que ocurre con las ALDH1A2, g tiene por que ser excluyentes
uno con respecto al otro.

Para resumir los resultados, y junto con lo descein la bibliografia a los
eventos que pudieran participar en el proceso fiediciacion hemos propuesto el

siguiente modelo:
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== Receptor IL-4

Q Ligando de PP AR

B Retinal

B 2cido retincica

‘- Expresin gérica

Expresion de genes
que conducen la
diferenciacion
del monocito a Celula
Cendritica inmadura.

Figura 11: Modelo propuesto de los eventos iniciadeen la activacion de monocitos,
en el proceso de diferenciacion a células dendriis.

En primer lugar la unién de IL-4 a su receptonactos factores de transcripcion STAT,
los que homodimerizan translocandose al nucleo ipdrecir la expresion génica, estos
factores podrian también aumentar ciertos ligandkwdos receptores PPAR, y una
tercera alternativa consiste en la interaccionaodefactores STATS con receptores de
retinoides (RXR). PPAR induce la expresion de dldiehdeshidrogenasas, las que
catalizan la transformacion de retinal a acidonmtio (eventualmente esta catalisis
podria efectuarla la enzima CYP), el que puedeseana sus receptores nucleares
provocando la expresion de otros genes necesarasepproceso de diferenciacion.
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6. CONCLUSIONES

Utilizando el inhibidor de deshidrogenasas, digtillobenzaldehido (DEAB), se
logré inhibir la diferenciacion de monocitos a datudendriticas en un 50%.

La adicién del inhibidor de deshidrogenadas (DEAB)afecta la diferenciacion
en cultivos con &cido retinoico.

La accion del inhibidor (DEAB) es especifica sol@eenzima y no afecta la
viabilidad celular.

Por primera vez, se detectd la presencia de mRNAlaie enzimas retinal
deshidrogenasas, en cultivos de monocitos a lm ldey todo el proceso de
diferenciacion a células dendriticas.

La actividad enzimatica de las retinal deshidrogasa aumenté
significativamente en el proceso de diferenciacion.

Las enzimas podrian cumplir un rol muy importamdaeproduccion de células

dendriticasn vivo.
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