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1. Resumen

“Efecto inmunomodulador del Acido All-trans Retinoico (ATRA) como estrategia

para la reversion de la inmunosupresion asociada a procesos infecciosos en un

modelo murino”

Las infecciones secundarias asociadas a estados de inmunosupresion en pacientes sépticos son
la principal causa de muerte en las Unidades de Cuidados Intensivos. Por lo tanto, el desarrollo de
estrategias enfocadas a utilizar drogas que reviertan este estado resulta prometedor.

En este trabajo utilizamos el Acido All-trans Retinoico (ATRA) para estudiar la modulacién del
estado inmunolégico en un modelo murino de inmunosupresion (IS) por administracion crénica de
lipopolisacaridos. Demostramos un rol primordial de las células mieloides supresoras (Gr-1+ CD11b+
supresoras) en la inhibicion de la proliferacién T en los animales IS. Esta poblacién adquiere sus
propiedades inhibitorias en la médula ésea, y en el contexto de inmunosupresién, es direccionada a los
ganglios linfaticos para ejercer su funcion. Asimismo, el ATRA evidencié claros efectos en el
restablecimiento de la proliferacién de linfocitos T, asociado a una disminucién del nimero de Gr-1+
CD11b+ supresoras vivas en ganglios linfaticos, acompanado también de un aumento en los linfocitos T
CD4+.

Asimismo, demostramos que la administracion del ATRA a los animales IS mejor6 tanto la
respuesta inmune innata, en términos de eliminacién de un foco bacteriano, como la respuesta inmune

humoral primaria.

Nuestros resultados demuestran que el ATRA modula la respuesta inmune alterada en el estado
de inmunosupresion actuando sobre distintos procesos y representa una estrategia posible para el

tratamiento de pacientes sépticos que presenten un estado de inmunosupresion.

Palabras claves: inmunosupresién, LPS, Gr-1+ CD11b+ supresoras, ATRA, inmunomodulacion,

respuestas inmunes
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Abstract

“Immunomodulatory effects of All-Trans Retinoic Acid (ATRA) as a strategy for reversing

the immunosuppression associated infections in a murine model”

Secondary infections associated with immunosuppressive states in septic patients are the leading
cause of death in Intensive Care Units. Therefore, the development of strategies aimed at using drugs to
reverse this state is promising.

In this study we used All-Trans Retinoic Acid (ATRA) to study the modulation of the immune
response in a murine model of immunosuppression (IS) by chronic administration of lipopolysaccharide.
We demonstrated a key role of Myeloid Suppressor Cells (Gr-1+ CD11b+ suppressors) in the inhibition of
T cell proliferation in IS animals. This population acquires its inhibitory properties in the bone marrow,
and in the context of immunosuppression, migrates to the lymph nodes to exert its function. Furthermore,
ATRA showed clear effects in restoring T cell proliferation associated with a decrease in the number of
live Gr-1+ CD11b+ suppressor cells in lymph nodes, also accompanied by an increase in CD4 +
lymphocytes.

In addition, we showed that administration of ATRA to IS animals improved both the innate and

immune response, in terms of bacterial clearance and the primary humoral immune response.

Our results demonstrate that ATRA modulates the impaired immune response in LPS-induced
immunosuppression acting on different processes, and represents a potential strategy for the treatment

of septic patients with an immunosuppressive state.

Keywords: Immunosuppression, LPS, Gr-1+ CD11b+ suppressors, ATRA, immunomodulation, immune

responses
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Abreviaciones

Abreviaciéon / Nombre completo

AnV: Anexina V

ATRA: acido all trans-retinoico

BSA: Seroalbumina bovina

Con A: Concanavalina A

ES: Error estandar

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

GC: glucocorticoides

GRC: Globulos rojos de carnero
IFN-gamma: interferon gama

IL: Interleuquina

iNOS: forma inducible de la 6xido nitrico sintetasa
IROS: Intermediarios Reactivos de Oxigeno
IS: grupo de ratones inmunosuprimidos

LN: ganglios linfaticos

LPS: lipopolisacarido

MDSC: Células supresoras de origen mieloide (Gr-1+ CD11b+ supresoras)

MTT: 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio
ON: 6xido nitrico

PBS: Buffer fosfato salino

TNF-a: factor de necrosis tumoral

TGF-B: factor de crecimiento transformante

UCI: Unidades de Cuidados Intensivos
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2. Hipotesis y Objetivos

La sepsis es una patologia relacionada a la presencia de una infeccion principalmente por
bacterias Gram negativas. Durante la misma suceden dos etapas, la primera donde hay una respuesta
inflamatoria exacerbada y la segunda, que puede darse concomitantemente con la anterior, puede
desencadenar un estado de inmunosupresién donde se registran la mayoria de los casos fatales de los
pacientes sépticos, debido principalmente a las infecciones oportunistas que contraen los pacientes en
este estado de deterioro inmunolégico. Los lipopolisacaridos (LPS) son glicolipidos presentes en la
membrana de estas bacterias siendo los mas potentes inmuno estimuladores de la respuesta

inflamatoria.

En la actualidad, las mejoras en las intervenciones en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI)
han disminuido de forma importante la mortalidad en la primera etapa de la sepsis, manejando el dano
multiorganico generado por la activacion excesiva de la respuesta pro-inflamatoria. Esto ha llevado a un
aumento en la frecuencia de los casos de inmunosupresion asociada a sepsis tardias [1], siendo ésta la
principal causa de muerte de los pacientes en las UCI [2]. Por esta razén, muchos investigadores
consideran que los esfuerzos para recuperar o preservar las funciones inmunes del huésped sera el

proximo gran avance en el tratamiento de pacientes con sepsis.

Los mecanismos celulares asociados a esta inmunosupresion no han sido elucidados hasta el
momento, pero se hipotetiza que distintos tipos celulares con potencial inmunosupresor como son las
células mieloides supresoras (precursores de células mieloides maduras con fenotipo Gr-1+ CD11b+),
podrian ser activos participantes en el mantenimiento de la inmunosupresion asociada a los procesos

sépticos.

Por otra parte, la deficiencia de la vitamina A estd ampliamente asociada a defectos en la
respuesta inmunoldgica, y los pacientes con sepsis o infecciones presentan un aumento de la excrecion
y disminucién de los niveles séricos de vitamina A. En este sentido, el Acido All-trans Retinoico (ATRA)
es el derivado activo de la vitamina A y posee diversos efectos inmunomoduladores. Entre ellos, se ha
descripto que el ATRA promueve la respuesta inmune humoral frente e patégenos [3], reduce la
mortalidad frente a determinadas infecciones, diferencia precursores mieloides (Gr-1+ CD11b+) a
fenotipos maduros [4] y refuerza el sistema inmunolégico [5, 6].

El fendmeno de inmunosupresién de la sepsis ha sido abordado a nivel experimental a través de la
induccién de tolerancia a LPS, siendo éste un modelo ampliamente aceptado ya que representa distintos
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aspectos de la inmunosupresion asociada a la sepsis como alteraciones en la funcién de los linfocitos,

monocitos y una menor respuesta inmune humoral primaria [7].

Por lo descripto anteriormente nuestra hipotesis de trabajo es que la intervencién
farmacoldgica con drogas inmunomoduladoras, como el ATRA, que tengan efectos sobre distintas
poblaciones celulares del sistema inmunolégico con potencial supresor, como las Gr-1+ CD11b+
supresoras, podria mejorar la inmunocompetencia en estados de inmunosupresion asociados a fases

tardias de la sepsis.

El objetivo general de este proyecto es el de determinar el efecto del tratamiento con el ATRA
como estrategia de reversion de la inmunosupresién mediada por LPS.

Objetivo especifico 1: Estudiar la participacion de la poblaciéon de células mieloides supresoras
(Gr-1+ CD11b+ supresoras) utilizando un modelo murino de inmunosupresién por LPS y determinar los

mecanismos intervinientes.

Objetivo especifico 2: Determinar si el ATRA restablece algunos parametros inmunol6gicos

alterados en la inmunosupresion generada por LPS en el modelo murino.
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3. Introduccion

3.1 Procesos inflamatorios y Sepsis

3.1.1 Caracteristicas generales

Las patologias asociadas a procesos inflamatorios sistémicos se engloban con el término
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (conocido en inglés como Systemic Inflammatory
Response Syndrome o por las siglas SIRS), e incluyen la sepsis, el Sindrome de Distrés Respiratorio del
Adulto (ARDS), las quemaduras severas, el trauma post-quirtrgico, el shock hemorragico o traumatico y
la injuria por isquemia y reperfusion [8]. El escenario clinico de SIRS se define cuando se presentan dos
0 mas de los siguientes sintomas: temperatura corporal mayor a 38°C o menor a 36°C, ritmo cardiaco
mayor a 90 latidos/min, ritmo respiratorio mayor a 20 respiraciones/min, hiperventilacion, recuento de
glébulos blancos totales mayor a 12x10%L o menor a 4x10%L y/o la presencia de mas de 10% de
polimorfonucleares (PMN) inmaduros. Usualmente, en respuesta a una infeccion, la respuesta
inflamatoria local es suficiente para erradicar el patégeno. Sin embargo, si existe una falla en contener la
infeccion, el patdogeno, sus toxinas y diversos mediadores del huésped son liberados a la circulacion
sanguinea produciendo una respuesta inflamatoria sistémica conocida como sepsis (ver Figura 3.1). La
sepsis es una patologia que presenta una respuesta inflamatoria sistémica en consecuencia a un foco
de infeccion identificable causado por bacterias, virus, hongos o parasitos. Los casos de sepsis estan
asociados, en su mayoria, a cuadros de infeccién por bacterias gran negativas [9]. Ademas, la sepsis
puede derivar en variantes de mayor complejidad y peor prondstico: sepsis severa, siendo un cuadro de
sepsis acompanado por una disfuncion organica, hipoperfusion o hipotension; shock séptico, el cual se
define como una sepsis severa acompanada por un cuadro de hipotensién arterial persistente a pesar de

una adecuada restitucion de liquidos; y finalmente, el sindrome de disfuncién organica multiple (MODS).

Desde la década del setenta se han visto triplicados los casos de sepsis, observandose un
incremento en la ocurrencia de estos sindromes en hospitales de todo el mundo. Las estimaciones
actuales sugieren que aproximadamente unos 750.000 casos de sepsis grave se producen anualmente
en los Estados Unidos, con una tasa de mortalidad de alrededor del 29%. Estudios recientes de SOAP
(Sepsis Occurrence in Acutely Il Patients) en Europa informaron que mas del 35% de los pacientes que
se encuentran en unidades de terapia intensiva (UCI) tuvieron sepsis en algin momento durante su

estancia en la UCI, con una tasa de mortalidad variable entre el 27%-80% [10].
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Quemaduras
severas

Sepsis

Sepsis
severa

Shock
hemorragico o
traumatico

Isquemia y
reperfusion

Figura 3.1: Relacion entre SIRS, Infeccion, Sepsis y Sepsis Severa: La sepsis presenta rasgos de SIRS y de Infeccion. La
clinica de los SIRS no implica la presencia de infecciéon, como se muestra en esta figura. Quemaduras severas, shock
hemorragicos, sindrome de dificultad respiratoria (ARDS) e isquemia y reperfusion pueden presentar signos de SIRS.

Si bien en nuestro pais no se cuenta con datos fidedignos del impacto de la sepsis, el Grupo
Argentino de Estudio Difusion e Investigacion de la Sepsis report6 la ocurrencia de 50 muertes diarias

por sepsis severa en nuestro pais.

Los fendmenos de sepsis inducen una compleja respuesta inmunolégica que varia con el tiempo
[11]. Si bien estudios recientes demuestraron una activacion de la fase pro-inflamatoria de manera
concomitante con la respuesta anti-inflamatoria, en las etapas tempranas del curso de la enfermedad, se
observé el predominio de una respuesta hiper-inflamatoria. La magnitud de esta fase depende de
muchos y variados factores, la carga de patégenos, su virulencia y otras condiciones que afectan a la
enfermedad del paciente [12]. A medida que la sepsis progresa, en etapas mas tardias, la respuesta
anti-inflamatoria puede pasar a tener un rol predominante conduciendo al paciente a un estado de
inmunosupresion que algunos autores han denominado “inmunoparalisis”. Durante este estadio los
pacientes manifiestan una pérdida de la respuesta de hipersensibilidad retardada a antigenos de control
positivo, fallas para eliminar o combatir a la infeccion primaria y desarrollo de nuevas infecciones
secundarias [13]. En este sentido, se han observado infecciones secundarias que incluyen organismos
virulentos como ser Staphylococcus aureus, como asi también organismos que no son particularmente

peligrosos para individuos inmunocompetentes como Candida albicans y Pseudomonas aeuroginosa,
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entre otros. La infeccion con este tipo de organismos y las observaciones de reactivacion de virus como
ser citomegalovirus (CMV) y herpes simplex (HSV) [14] demarcan claramente un estado de

inmunosupresion en estos pacientes.

En consecuencia, el concepto de sepsis como un evento asociado a una fase inflamatoria
exacerbada en respuesta a una infeccion esta siendo actualmente reevaluado, pasando a tener gran
relevancia los eventos anti-inflamatorios que se observan en etapas avanzadas de la enfermedad, los
cuales pueden conducir a un estado de inmunosupresion severa. Datos estadisticos demuestran que
mientras en las etapas tempranas de la sepsis asociadas al SIRS la mortalidad se ubica entre un 2 al
11%, el resto de las muertes, entre 89 y 98%, ocurren en las etapas tardias donde existe un
predominante estado anti-inflamatorio e inmunosupresion (CARS), lo cual imposibilita el control y una
adecuada eliminacion de patogenos [15].

Esta nueva concepcion del fenédmeno de sepsis explica en gran medida los fracasos observados
en el desarrollo de estrategias terapéuticas durante mas de 30 afnos. Tradicionalmente las estrategias
para eliminar la sepsis se basaron en la atenuacién de la respuesta inflamatoria, como ser mediante el
bloqueo de diferentes productos bacterianos como los lipopolisacaridos de membrana (LPS) utilizando
anticuerpos anti-LPS, antagonistas de LPS, anti-lipido A, o bien bloqueando mediadores claves de la
respuesta inflamatoria resultante, como ser anti-TNF-a, anti-IL-1, receptor soluble de TNF-aq, inhibidores
de la 6xido nitrico sintetasa (iINOS), glucocorticoides en altas dosis, entre otras [16, 17].

Sin embargo, a pesar de haberse llevado a cabo més de 25 ensayos clinicos (trials) con agentes
anti-inflamatorios, no se ha conseguido aumentar la sobrevida de esos pacientes [2]. Este fracaso en el
desarrollo de terapias adecuadas, ha sido en parte debido la carencia, que aun hoy persiste, sobre la

comprension plena de los mecanismos patogénicos que conducen al fenébmeno de sepsis.

La sepsis ya no puede ser caracterizada simplemente como un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica asociado con una infeccidén. Seria mas adecuado considerar que los pacientes con sepsis
adquieren fenotipos inmune heterogéneos con un desequilibrio inmunologico que varia no solo de
individuo a individuo, sino durante el curso de la enfermedad dentro de cada individuo [18] (ver Figura
3.2). A su vez, la respuesta inmune de un individuo frente a una sepsis puede ser modulada por una
variedad de factores: la naturaleza del estimulo infeccioso en si mismo, la composicién genética,
factores exégenos como, por ejemplo, medicamentos o transfusiones de sangre, y la presencia de otras
enfermedades como diabetes, cancer, etc. Asi, los pacientes sépticos no son un grupo homogéneo y
aqui radica la dificultad de encontrar estrategias terapéuticas adecuadas y eficaces. Algunos pacientes

pueden necesitar la supresién de su respuesta inflamatoria mientras que otros, especialmente aquellos
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que sobreviven a la fase inicial de la sepsis y adquieren un estado de inmunosupresion severa, seria

mas adecuado trazar estrategias que mejoren o aumenten su funcién inmune permitiendo restaurar la

capacidad de montar una respuesta inflamatoria a fin de evitar el desarrollo de infecciones secundarias

que pueden conducir, eventualmente, a la muerte del paciente.
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inflamatoria

Hormeostasis

Respuesta anti-
inflamatoria

Respuesta pro-
inflamatoria

Homeosiasis

Respuesta anti-
inflamatoria
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Figura 3.2: Representacion global de
posibles respuestas inmunoldégicas
en pacientes con sepsis.
Dependiendo de un numero de
factores, incluyendo la carga
bacteriana, la virulencia del patégeno y
las comorbilidades, la magnitud de
esta respuesta puede variar. (A) Una
respuesta pro-inflamatoria exacerbada
(linea roja), aunque acompanada con
una respuesta anti-inflamatoria
adecuada (linea naranja),
probablemente lleven a la erradicacion
de todas las bacterias (linea violeta),
pero también dara lugar a dafnos en los
tejidos y en dltima instancia el fracaso
multiorganico y posible muerte.(B) Una
adecuada respuesta pro-inflamatoria
(linea roja) para erradicar todas las
bacterias (linea violeta), combinada
con una respuesta adecuada no
sostenida  anti-inflamatoria  (linea
naranja) para prevenir dafo debido a
inflamacion excesiva, restableceran la
homeostasis y el paciente
sobrevivira.(C) Una respuesta pro-
inflamatoria moderada (linea roja)
combinada con una respuesta anti-
inflamatoria pronunciada y/o sostenida
(linea naranja), resultara en
inmunoparalisis con persistencia de la
infeccion  bacteriana inicial (linea
violeta) o con desarrollo tardio de
infecciones secundarias oportunistas
(linea de puntos violeta).
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3.2 Deficiencia de Vitamina A durante la sepsis

Ribeiro Nogueira y col., en el ano 2009, observaron que los pacientes con sepsis presentaban
menores niveles de vitamina A en suero. La explicacion mas consensuada es que la presencia de
infecciones puede incrementar la utilizacion de vitamina A, causando en primera instancia, una
disminucién en los niveles de retinol sérico, y luego promoviendo la deplecion de los depésitos de
vitamina A del higado. Por el otro lado, la deficiencia de vitamina A esté asociada a darfio en la respuesta
inmunoldgica, desarrollando mayor susceptibilidad a infecciones, de esta forma generando un ciclo de
“infeccidn, deficiencia de vitamina A, infeccion”. Esto podria explicar, en parte, el incremento en la

severidad y mortalidad de los pacientes con sepsis con bajos niveles de retinol en suero [19].

3.3 Inmunosupresion en sepsis

3.3.1 Alteraciones fenotipicas y funcionales

Multiples mecanismos se encuentran asociados a la inmunosupresion en pacientes con sepsis.
Entre ellos, se han descrito alteraciones funcionales en la respuesta inmune adquirida asociadas
particularmente a mecanismos de apoptosis que afectan principalmente a linfocitos de sangre periférica
y bazo [20, 21]. Varios trabajos han reportado una marcada linfopenia, afectando a linfocitos By T
(CD4+). En asociacion con este status inmune alterado, también se ha reportado una importante
eliminacion de células dendriticas esplénicas y alteraciones en su funcionalidad [22, 23]. En estudios de
células dendriticas utilizando modelos experimentales de sepsis, se ha demostrado una debilitada
capacidad para inducir respuestas de citoquinas de tipo Th-1 y una marcada produccion de citoquinas
de perfil Th-2, como IL-10, frente a una exposicién ex vivo con componentes microbianos [24]. Por otro
lado, también se han observado alteraciones tanto a nivel de monocitos/ macréfagos y neutréfilos,
importantes efectores de la inmunidad innata. Una reducida apoptosis de polimorfonucleares y una
marcada neutrofilia, es una caracteristica observada en sepsis [25]. A nivel funcional, resultados
variados y opuestos se han observado en la bibliografia, encontrandose tanto un aumento como una
disminucién de diferentes funciones de los PMN circulantes en pacientes con sepsis. Asi, se ha

reportado una capacidad fagocitica aumentada o disminuida, como también un aumento o disminucién

18



Introduccion | 2014

en la generacion de especies reactivas de oxigeno [26]. A nivel de monocitos se observa una pérdida en
su capacidad para montar una respuesta inflamatoria luego de una estimulacion con productos
bacterianos en ensayos ex vivo. Frente a un estimulo con LPS muestran una disminuida produccién de
TNF-a, IL-1a, IL-6 y IL-12 [27] y por el contrario una elevada produccién de mediadores anti-
inflamatorios tales como IL-10 y IL-1ra [28]. Otra caracteristica que se observa en la sepsis es que en
monocitos hay una reduccion en la expresion de moléculas HLA-DR, no solo en el numero de células
que expresan dicha molécula sino también en la cantidad expresada por célula. Los bajos niveles de
expresion de HLA-DR se encuentran correlacionados con una pérdida en las funciones de los
monocitos, tales como, en la capacidad para producir citoquinas pro-inflamatorias e inducir una
respuesta de linfocitos T antigeno especificas debido a una presentacién antigénica alterada [29]. En la
mayoria de los estudios los bajos niveles de esta molécula han sido asociados con un peor pronéstico y
se ha relacionado con un riesgo aumentado de contraer infecciones bacterianas secundarias [30]. Por
otro lado, a nivel de alteraciones de sefalizaciones intracelulares, se ha observado un desbalance en las
formas activas e inactivas del factor de transcipcion NF-kB prevaleciendo la forma inactiva siendo el
homodimero p50/p50 [31]. A nivel de reguladores negativos de la via receptores de tipo Toll (TLR), se ha
descrito una expresién aumentada del IRAK-M en monocitos de pacientes con sepsis frente a una
estimulacion ex vivo con LPS [32]. La expresién aumentada de estos y otros inhibidores de la via del
factor NF-kB, probablemente contribuyen con el fenotipo alterado en la produccion de citoquinas pro-

inflamatorias frente a una estimulacién ex vivo con LPS.

3.3.2 Mediadores asociados a la inmunosupresion: Agentes solubles y poblaciones
celulares

Se han propuesto numerosos mediadores asociados a la disminucion de la respuesta pro-
inflamatoria y, eventualmente, a la inmunosupresion en pacientes con sepsis. Un hecho considerable fue
la observacion de una recuperacion de la respuesta de leucocitos provenientes de pacientes con shock
septico, luego de la filtracion y absorcion de las muestras, denotando fuertemente la presencia de
mediadores circulantes inhibitorios y/o inmunosupresores. Asi, Prins y col. demostraron que el suero
proveniente de pacientes con sepsis tuvo la capacidad de disminuir la produccion de TNF-a en
monocitos activados de voluntarios sanos [33]. La idea de considerar al “plasma séptico” como un medio
inmunosupresor [34] fue mas claramente ilustrado mediante la observacion de la induccion de
inhibidores en plasmas de voluntarios sanos tratados con endotoxina. Entre los mediadores propuestos,
se encuentran las citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-$ [35, 36]. Esta ultima, se ha reportado
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que puede ser liberada por linfocitos apoptéticos siendo esto una caracteristica de la sepsis [37]. En
cuanto a la IL-10, considerada como un desactivador importante de monocitos, algunos trabajos
sostienen que participa en la disminucion de la expresion de HLA-DR de estas células induciendo un
secuestro intracelular. Por otro lado, varios modelos de sepsis experimental han demostrado la
participaciéon de poblaciones celulares en la inmunosupresion observada en sepsis, entre ellas, las
células supresoras mieloides (Gr-1+ CD11b+supresoras) que constituyen una poblacién altamente
heterogénea. Varios trabajos han demostrado que contribuyen en la supresién de la proliferacion de
linfocitos T y en la polarizacion hacia un perfil de citoquinas de tipo Th-2.

Otros mediadores asociados al estado de desregulacién inmune son las catecolaminas y los
Glucocorticoides (GC), actuando tanto de manera individual como cooperativa, reduciendo el perfil de
citoquinas Th-1 y favoreciendo la produccién de citoquinas Th-2 [38]. Algunos trabajos sostienen que
este efecto es mediado por la inhibicion de la produccién de IL-12 sobre monocitos, aunque también
puede ser un efecto directo sobre las células Th-1 [39].

3.4 Inmunosupresion por LPS

3.4.1 Consideraciones Generales

Un proceso inflamatorio constituye un complejo estado inducido, en primer lugar, por células del
sistema inmune innato en respuesta a una infeccién y/o danos de tejidos [40]. Estos tipos celulares tales
como macrofagos/monocitos detectan y responden frente a “senales de peligro” a través de receptores
de reconocimiento de patrones (PRR) expresados en su superficie celular. El receptor tipo Toll-4 (TLR4)
es el principal PPR involucrado en la deteccion de bacterias Gram negativas y sus endotoxinas
asociadas [41]. La deteccién de patégenos y/o endotoxinas por células del sistema inmune innato
promueve una robusta respuesta inflamatoria, esencial para permitir la eliminacién del patégeno. Sin
embargo, es de gran relevancia que dicha respuesta se encuentre altamente regulada, pues de lo
contrario una inflamaciéon descontrolada conduciria a un excesivo dafo tisular y manifestaciones de
estados patolégicos como la sepsis y otras enfermedades. Asi, adaptaciones fisiologicas que permiten
regular la inflamacion exacerbada sirven como un mecanismo esencial para la proteccion del huésped
frente a un shock endotdxico. Uno de estos mecanismos claves de proteccion frente a este contexto es
el fenébmeno de tolerancia a endotoxina [42, 43], en el cual las células o los organismos expuestos a

dosis repetidas de endotoxinas entran en un estado de refractariedad transitorio incapaces de responder
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a una nueva exposicion frente a estimulos inflamatorios. Dicho fenédmeno es un estado de tolerancia
inespecifica que en nada se asemeja a la tolerancia inmunoldgica especifica de antigeno [44]. Si este
estado de tolerancia inmunolégica es sostenido en el tiempo, y frente a dosis sucesivas de endotoxina,
se puede desarrollar un estado de inmunosupresion bien marcada, como es el modelo murino de estudio

de nuestro trabajo.

3.5 Lipopolisacarido bacteriano - LPS-

Los LPS son endotoxinas que constituyen normalmente la membrana externa de bacterias Gram-
negativas y contribuyen en gran medida a la integridad estructural de la membrana bacteriana y a la
proteccion de la misma, siendo un componente esencial para la vida y patogenicidad del
microorganismo [41]. Dicha endotoxina es un complejo glicolipido conformado por tres regiones
diferentes: un dominio hidrofébico conocido como lipido A, un nucleo corto del polisacarido y un
polisacarido o Antigeno-O conformando estos dos ultimos el dominio hidrofilico (Figura 3.3).

Nac- b
= Gal

Y Y
Ncleo interno Ntcleo externo | Lipido A
Y
Nucleo de oligosacaridos

Antigeno O .

Figura 3.3: Esquema de la estructura del lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram negativas. La estructura precisa
del lipido A y los componentes polisacaridos varia segun la especie de bacteria Gram negativa, pero en general presentan tres
regiones diferenciadas: un dominio hidrofébico conformado por el lipido A y un dominio hidrofilico conformado por el nacleo
corto de oligosacaridos y por el antigeno O. GlcN: D-glucosamina; Hep: L-glicero-D-mano-heptosa; Kdo: 2-keto-3-deoxy-acido

octulosénico; P: grupo fosfato; Gal: glactosa; Glu: glucosa; Nac-Glu: N-acetilglucosamina.

Durante procesos infecciosos el LPS puede ser liberado hacia el torrente sanguineo

desencadenando un amplio espectro de actividades bioldgicas, siendo asi considerado como uno de los
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principales y mas potentes estimulantes microbianos tanto de células inmune como no inmunes [41]. El
sistema inmune, en particular monocitos y macréfagos, responden frente al estimulo con endotoxinas
induciendo una fuerte respuesta inflamatoria promovida principalmente por citoquinas como TNF-a, IL1,
IL-6, IL-12 como asi también otros mediadores de respuesta biologica incluyendo factor activador de
plaquetas, prostaglandinas, enzimas y radicales libres como Oxido nitrico, a fin de controlar el
crecimiento bacteriano y concluir finalmente en la eliminacion del patégeno [45]. Sin embargo, una
produccion de sustancias inflamatorias exacerbadas puede conducir a sintomas clinicos enmarcados en

un cuadro de SIRS, shock séptico o disfuncién de érganos [46].

De manera concomitante, la estimulacién con LPS promueve una respuesta compensatoria
induciendo la liberacién de sustancias anti-inflamatorias como IL10, TGF-B o GC que permiten, en
ocasiones, contrarrestar la fase inflamatoria sistémica pudiendo, eventualmente, conducir a cuadros de
tolerancia/inmunosupresién [47]. Asi, durante la fase predominantemente anti-inflamatoria (CARS), las
células de la inmunidad innata muestran un fenotipo refractario al LPS denotando el fendbmeno conocido
como tolerancia a LPS [48]. La administracion diaria de dosis subletales de LPS en ratones constituye
un modelo de inmunosupresién que se asemeja en varios aspectos a los fenédmenos de refractariedad a

LPS observado en procesos de sepsis tardias.

Distintos pardmetros asociados a inmunosupresion han sido reportados en modelos animales de
sepsis. Por un lado, trabajos antiguos reportan que la inyecciéon de dosis diarias y moderadas de LPS
(minimo 3 dosis) reduce la capacidad de generar anticuerpos entre 1 y 7 dias mas tarde, recuperandose
los valores normales a las 2 semanas luego de la culminacidén del tratamiento con LPS. Monocitos de
sangre entera provenientes de pacientes sépticos reflejan caracteristicas del fenémeno de tolerancia a
LPS observandose una produccion dramaticamente disminuida de citoquinas pro-inflamatorias, como
TNF-q, IL-6, IL-1a, IL-1B vy IL-12 frente a un desafio ex vivo con LPS, comparado con monocitos
provenientes de voluntarios sanos. Asimismo, en este mismo contexto se ha reportado una elevada

expresion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10, TGFB y IL-1ra [48].

3.6 Organos linfoides

Los 6rganos linfoides forman parte del sistema inmunitario y estan constituidos por tejido linfoide,
que se dispone como érganos individualizados o formando parte de otras estructuras corporales. Estos
organos contribuyen a la defensa del organismo al ser los encargados de la elaboracidén de la respuesta
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inmune especifica. Los mismos se pueden clasificar segun su funciéon en primarios: aquellos donde
tiene lugar la proliferacién y diferenciacién de linfocitos de forma antigeno independiente, siendo en el
caso de los linfocitos T (timo-dependientes) el timo y para los linfocitos B (burso-dependientes) la bolsa
cloacal en las aves y la médula 6sea en mamiferos; y secundarios como aquellos donde los linfocitos
interactian con sus antigenos especificos produciéndose la proliferacion y diferenciacion antigeno
dependiente, que dara lugar a una poblacién de células efectoras y de memoria. Los érganos linfoides
secundarios se puede agrupar segun la via de entrada y circulacion de los antigenos: si es en mucosas
se llaman tejido linfoide asociado a mucosas, si es circulacion linfatica: nodulos linfaticos y si es
circulacién sanguinea: bazo y nédulos linfaticos [49].

3.6.1 Médula 6sea

Esté ubicada en el interior de los distintos huesos del cuerpo. La médula 6sea roja (activa) es el
lugar donde se produce la hematopoyesis, dando origen a los diferentes linajes celulares sanguineos.

Se denomina mielopoyesis al proceso de generacion, desarrollo y maduracion de los componentes
mieloides del sistema sanguineo. Los progenitores mieloides forman unidades formadoras de colonias
granulo-monociticas (CFU-GM) que a su vez dan origen a unidades formadoras de colonias
granulociticas (CFU-G) y unidades formadoras de colonias monociticas (CFU-M). Una vez que se
forman las CFU-G éstas se diferencian a mieloblastos, promieloblastos, mielocitos y metamielocitos que
pueden originar las células maduras: neutréfilos, baséfilos, eosinofilos. Por otra las parte, las CFU-M
pueden dar lugar a monoblastos, promonocitos y monocitos que luego en los tejidos se diferenciaran a

macréfagos.

A lo largo de toda la mielopoyesis las células destinadas a linaje granulo-monocito son reguladas
por factores como el factor estimulante de colonias granulo-monocitos (GM-CSF). Estos factores
estimulantes de colonias ayudan a la proliferacién y sobrevida de estas células, asi como su eleccién de
linajes especificos [49].

3.6.2 Induccion de leucocitosis

La induccion de la leucocitosis es una respuesta a varios parametros cambiantes que generan la

produccién y la migracion de precursores celulares desde la médula 6sea hacia sangre periférica. La
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leucocitosis esta a menudo asociada con alguna infeccién; otras causas comunes son por hemorragia,
trauma (incluyendo cirugia), infarto de miocardio y tumores malignos (sarcoma, carcinoma, leucemia,
mieloesclerosis eritematosa), entre otros. Sin embargo, a pesar de los importantes avances en la
comprension de los mecanismos que regulan la mielopoyesis, se necesitan nuevos estudios cientificos
para conocer los factores que controlan la liberacion de células maduras e inmaduras a partir de la

meédula 6sea al torrente sanguineo.

Hoy en dia lo que se conoce es que muchos productos o componentes microbianos por ejemplo
endotoxinas y péptidos formilados o analogos, [50] pueden inducir leucocitosis. En 1991, Wang SY y
col., demostraron que el LPS puede estimular a los macréfagos de médula 6sea para liberar
directamente factores estimuladores de colonias (CSF) o para potenciar la produccién de CSF por otras
células del estroma medular [51]. Ademas, estd documentado un aumento LPS-dependiente de la
incorporacién de [*H]-timidina en cultivos de médula 6sea ex vivo, demostrando una proliferacién y

expansion celular en respuesta al LPS [52].

Por otro lado, la presencia del factor estimulante GM-CSF puede inducir un aumento en los
recuentos de leucocitos periféricos debido a una leucocitosis inmediata, la cual es independiente de la
proliferacion celular. Sin embargo, este fendmeno es seguido por una leucocitosis dependiente de
proliferacion después de tres dias [53].

3.6.3 Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son 6rganos del sistema inmunitario, ampliamente distribuidos por todo el
cuerpo y unidos mediante vasos linfaticos. Actuan como filtros de la linfa, al poseer una estructura
interna de tejido conectivo laxo, en forma de red, que contiene linfocitos que recogen y destruyen
bacterias y virus. La linfa llega a través de vasos aferentes, donde los linfocitos circulantes se extravasan
a los foliculos linfaticos primarios de los ganglios para tomar contacto con antigenos especificos y
desarrollar la respuesta inmunitaria humoral o celular. Una vez filtrada la linfa, ésta sale por el vaso
linfatico eferente, llega a la sangre y propaga la respuesta inmunitaria. Ademds los ganglios linfaticos
estan compuestos por una corteza, cuyo parénquima esta formado por foliculos linfoides con una zona
clara redondeada, llamada centro germinal, enriquecida en linfocitos B activados y méas internamente se
encuentra una zona rica en linfocitos T. Ademas los ganglios linfaticos poseen una médula situada en la
parte central, con senos medulares por donde discurre el liquido linfatico y cordones medulares de tejido

linfatico difuso entre los senos. Es rica en macréfagos, linfocitos By T y células plasmaticas [54].
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3.6.4 Bazo

El bazo es un érgano que forma parte del sistema linfatico y es el centro de actividad del sistema
inmune, constituyendo un érgano linfoide secundario. Es el encargado de filtrar la sangre y reaccionar

inmunolégicamente ante los antigenos que circulan por ella.

El bazo estd organizado en pulpa blanca y pulpa roja. La primera esta compuesta por tejido
linfatico en su mayor parte por linfocitos y es atravesada por una rama de la arteria esplénica llamada
arteria central. Los linfocitos circulantes se aglomeran alrededor de esta arteria central formando la vaina
linfatica periarterial (PALS), formando los foliculos linfaticos de la pulpa blanca. Estos contienen centros
germinativos que son consecuencia de la activacién y proliferacién de los linfocitos B que estuvieron en
contacto con un antigeno. Por lo tanto en el bazo se produce la presentacion de antigenos por medio de
las Células Presentadoras de antigenos (CPA), iniciacibn de la respuesta inmune, activacion vy
proliferacion de los linfocitos B, produccién de anticuerpos presentes en sangre y secrecién de los

mismos.

Ademas en el bazo en la pulpa roja se produce la captacién y destruccién de eritrocitos y
trombocitos viejos danados y anormales y la recuperacién del hierro de la hemoglobina de los eritrocitos.
Cabe aclarar, que en ratones adultos el bazo ademas posee funciones hematopoyéticas [54].

3.7 Células Mieloides Supresoras

Las células mieloides supresoras se han descrito desde hace mas de 20 afos en los pacientes con
cancer, pero su importancia funcional en el sistema inmune se conoce hace sélo algunos pocos afos
[55-57]. De hecho, la acumulacién de evidencias demostré que esta poblacién contribuye a la regulacion

negativa de respuestas inmunes en cancer y otras enfermedades.

Las caracteristicas que son comunes a todas las células mieloides supresoras son su origen
mieloide comun, su estado inmaduro y una notable capacidad para suprimir las respuestas de linfocitos
T. Ademas de sus efectos supresores sobre la respuesta inmune adaptativa, las células mieloides
supresoras también se las conoce involucradas en regular las respuestas inmunes innatas modulando la
produccion de citoquinas de macrofagos. La angiogénesis tumoral y la metastasis son otras de las

funciones no inmunoldgicas de las células mieloides supresoras que se han descripto [58].
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Las células mieloides supresoras son una poblacion heterogénea que se compone de células
progenitoras mieloides y células mieloides inmaduras. En individuos sanos, estas células son generadas
en la médula 6sea y se diferencian rapidamente a granulocitos maduros, macréfagos o células
dendriticas (CDs). Por el contrario, en condiciones patolégicas, tales como el cancer, diversas
enfermedades infecciosas, sepsis, trauma, trasplante de médula 6sea y algunas enfermedades
autoinmunes, se produce un bloqueo parcial en la diferenciacién de estas células, manteniendo un
estado inmaduro, resultando en la expansion de esta poblacion [59].

3.7.1 Origen y subconjuntos de células mieloides supresoras

Las células mieloides supresoras se expanden en condiciones patoldgicas. Son una poblacién
heterogénea de células inmaduras activadas que no se diferencian totalmente a células maduras. Estas
células carecen de la expresion de marcadores de superficie celular que son expresados
especificamente por los monocitos, macrofagos o células dendriticas, neutrofilos pero si comprenden
una mezcla de células mieloides que tienen la morfologia de los granulocitos o monocitos (ver Figura
3.4) [59].

En ratones, las células mieloides se caracterizan por la expresion de los marcadores Gr-1+
CD11b+. Recientemente, debido a la heterogeneidad morfoldgica las células Gr-1+, se han identificado
dos subpoblaciones bien definidas: una subpoblacién de células granulociticas Gr-1high CD11b+ y otra
poblacién de células monociticas Gr-1low CD11b+, ambas con funciones inhibitorias. Es necesario
mencionar que la presencia de los marcadores Gr-1+ CD11b+ identifica a estas células como células
mieloides de linaje granulocitico 0 mononocitico, pero no representa su actividad inhibitoria, por lo tanto,
es necesario para nombrarlas como células Gr-1+ CD11b+ supresoras, demostrar su funcion inhibitoria.
En este sentido, existe una extensa bibliografia que demuestra que ambas subpoblaciones a pesar de
inhibir por mecanismos diferentes, tienen capacidad supresora sobre la proliferacion de linfocitos T [59].
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Figura 3.4: Origen de las células Gr-1+ CD11b+ supresoras. Las células mieloides inmaduras (IMC) son parte del proceso
normal de mielopoyesis, que tiene lugar en la médula ésea y es controlada por una compleja red de factores solubles,
incluyendo citoquinas como GM-CSF, M-CSF. Las células madre hematopoyéticas se diferencian en células progenitoras
mieloides comunes y luego en IMC . En condiciones normales, las IMC migran hacia diferentes érganos periféricos, donde se
diferencian en macréfagos, células dendriticas o granulocitos. Sin embargo, factores que se producen durante las infecciones
agudas o cronicas, traumas o sepsis, y en el microambiente tumoral promueven la acumulacion de los IMC en estos sitios vy alli
se impide su maduracién. Estas células pueden presentar funciones inmunosupresoras y por lo tanto se conocen como células
de origen mieloide supresor (Gr-1+ CD11b+ supresora). También se acumulan en los érganos linfoides periféricos.

Adaptado de: "Myeloid-derived suppressor cells as regulators of the immune system”. Dmitry I. Gabrilovich and Srinivas Nagaraj
doi: 10.1038/nri2506, Nature Reviews inmunology.Vol.9, 2009.

3.7.2 Mecanismos de la actividad supresora de las células Gr-1+ CD11b+

3.7.2.1 Oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) y Arginasa-1

Histéricamente, la actividad supresora de las células Gr-1+ CD11b+ se ha asociado con el
metabolismo de la L-arginina. La L-arginina sirve como un sustrato para dos enzimas, iNOS (que
cataliza la oxidacién de la L-arginina generando ON vy citrulina) y Arginasa-1 (que convierte a la L-
arginina en urea y L-ornitina). Las células Gr-1+ CD11b+ expresan altos niveles tanto de Arginasa-1
como de iNOS, en particular la subpoblacion celular Gr-1low CD11b+ (Figura 3.5) [60, 61]. La
subpoblacién Gr-1high también posee arginasa-1 como mecanismo inhibidor.
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Los datos recientes sugieren que existe una estrecha correlacion entre la disponibilidad de L-
arginina y la regulacién de la proliferacion de linfocitos T. El aumento de la actividad de la Arginasa -1 en
las células Gr-1+ CD11b+ conduce a un mayor catabolismo de la L-arginina, de esta forma
disminuyendo este aminodcido del microambiente. La escasez de la L-arginina inhibe la proliferacion de
los linfocitos T a través de varios mecanismos diferentes, incluyendo la disminucion de la expresion de
CD3 de la cadena ¢ y evitando la regulacién positiva de la expresion de reguladores del ciclo celular
como ciclina D3 y ciclina dependiente de quinasa 4 [62, 63]. El ON suprime la funcién de los linfocitos T
a través de bloquear la via de transduccion del receptor para IL-2 [64].

3.7.2.2 Intermediarios reactivos de oxigeno (IROS)

Otro factor importante que contribuye a la actividad supresora de las células Gr-1+ CD11b+
son los Intermediarios Reactivos de Oxigeno (IROS) (Figura 3.5). El aumento de la produccion de IROS
se ha convertido en una de las principales caracteristicas de las células Gr-1+ CD11b+ supresoras. La
inhibicion de la produccién de IROS producido por las Gr-1+ CD11b+ evita el efecto supresor sobre los
linfocitos T ex vivo. La participacion de IROS y ON en la actividad supresora de las Gr-1+ CD11b+ se ha
asociado a procesos inflamatorios y endotoxinas microbianas. Las células Gr-1high CD11b+ son las
principales productoras de IROS como mecanismo de supresion de los linfocitos T [65, 66]. Los
mecanismos por los que los IROS inhiben la proliferacién de linfocitos T aun no se conocen lo suficiente,
sin embargo Corzo y col., publicaron que los niveles elevados de IROS en las células Gr-1+ CD11b+
supresoras y su funcion inhibitoria mediada por IROS es causada por la sobre-regulacién de diferentes
subunidades de la enzima NADPH oxidasa y que esta regulacion estd controlada por el factor de
transcripcion STAT3 [67]. Por otro lado y como mecanismo general, las IROS provocan dafo celular,
necrosis, peroxidacion lipidica y mutaciones en el ADN de las células [68]. Asimismo, la combinacion de
los IROS (en particular el anién superdxido) con ON genera radicales libres de gran potencia como el
peroxinitrito, el cual ha sido asociado a dafo oxidativo, induciendo apoptosis 0 necrosis en distintos tipos
celulares [69]. Por otra parte, la habilidad del peroxinitrito de nitrar residuos de tirosina impide procesos
de senalizacion dependientes de la fosforilacion en ese residuo. En particular, ha sido demostrado que
en linfocitos T el peroxinitrito es capaz de bloquear la fosforilacion de tirosina del complejo receptor
T/CD3 en respuesta a la activacion, afectando negativamente la proliferacion celular de los linfocitos T
activados [70].
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3.7.3 Expansion y activacion de Gr-1+ CD11b+ supresoras

Diversos trabajos demostraron que la activacién y expansion de células Gr-1+ CD11b+ supresoras
esta influenciada por determinados factores, uno de los principales es la activacién directa de las Gr-1+
CD11b+ por parte de la accion de los linfocitos T proliferantes. En este sentido Angulo y col. en el afo
2010 demostraron que la actividad inhibitoria de las células Gr-1+ CD11b+ supresoras, en particular la
liberacién de ON era dependiente de IFN-y liberado al medio de cultivo por los linfocitos T proliferantes
estimulados con un mitégeno T especifico como es la Concanavalina A (Con A) y que s6lo en presencia
de proliferacion de linfocitos T, las células Gr-1+ CD11b+ supresoras eran capaces de activarse y liberar
ON, mientras que en ausencia de Con A, al no haber proliferacion de linfocitos T, las células Gr-1+
CD11b+ supresoras eran incapaces de activarse [71].

Los factores que inducen la expansion de las Gr-1+ CD11b+ supresoras pueden incluir: factor de
células madre (SCF) [72], GM-CSF y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [73]. Los
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receptores “Toll like Receptors™ (TLRs) tienen un papel central en la activacién de las respuestas
inmunes innatas. En las sepsis polimicrobianas inducidas por la ligadura y puncion del ciego (CLP) se
genera un aumento de significativo de productos microbianos en el peritoneo y en la circulacion
sistémica, resultando en una expansion de la poblacion Gr-1+ CD11b+ en el bazo. Esta expansion es
dependiente de la molécula adaptadora TLR (MyD88) [74].

Por otra parte, el principal evento que conduce a la activacion directa de las Gr-1+ CD11b+ es la
accién de los linfocitos T activados y en proliferacién mediante la liberacién de IL-2 [75]. Es decir, en
virtud de condiciones patoldgicas si bien la células Gr-1+ CD11b+ supresoras puede haberse expandido
y estar presentes en un 6rgano linfatico secundario, se necesitan sefales de activacién aportadas por el
linfocito T para que se induzcan sus propiedades supresoras. Entonces la biologia de las células Gr-1+
CD11b+ supresoras esta regulada por dos factores que tienen actividades que se superponen
parcialmente: los que inducen la expansién estas células y los que inducen su activacién. Este sistema

puede permitir la flexibilidad en la regulacion fisioldgica de estas células en condiciones patolégicas.

3.8 Inmunomodulacion

La mayor parte de las interacciones del cuerpo humano pasan por sistemas de autorregulacion.
Estos sistemas utilizan productos generados en otros sistemas y circuitos de retroalimentacién para

corregirse a si mismos alrededor de un punto de ajuste.

El sistema de defensa inmunitario también es un sistema autorregulado. Intenta crear una defensa
orientada contra antigenos de todo tipo. La regulacién se produce mediante la liberacién de mediadores
estimuladores e inhibidores. Podemos afirmar que para cada mediador activador o estimulador hay un
antagonista que inhibira la célula o el proceso estimulado. El sistema de defensa es un ejemplo de
autorregulacion sutil en el que podemos intervenir con medicacion. La utilizacién terapéutica de esta
intervencion se denomina “inmunomodulacién”, cuando utilizamos medicamentos que afectan al sistema

inmunitario.

La definicibn de inmunomodulacién se refiere a la accion que ejerce la medicacién sobre los
procesos de autorregulacidon que dirigen el sistema inmunitario. Los inmunomoduladores actian a
diferentes niveles del sistema inmune y sus funciones estdn enfocadas muchas veces en inhibir o
intensificar selectivamente poblaciones o subpoblaciones de células como por ejemplo: linfocitos,
macroéfagos, neutréfilos, linfocitos NK, o producir mediadores solubles como las citoquinas. En sus
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mecanismos de accion, los inmunomoduladores pueden actuar especifica o inespecificamente. Los de
accion inespecifica son agentes que logran estimular o suprimir la respuesta inmune, sin que la
actividad de las células estimuladas vaya dirigida hacia un antigeno determinado. Por otro lado los de
accion especifica ejercen su accién sobre células del sistema inmune atribuible a la presencia de un
antigeno o inmundgeno dado, por lo que hay especificidad selectiva en la accion de estas células para
producir una respuesta inmune.

3.9 Acido All trans- Retinoico (ATRA)

Hace mas de 100 afos que se conoce a la vitamina A. En 1946, Arens y van Dorp logran sintetizar
al acido retinoico, e informan que era tan potente como la vitamina A en el estimulo del crecimiento de
ratas [76, 77]. La vitamina A es un nutriente esencial que se obtiene a través de alimentos que contienen
sus precursores (es decir, carotenoides) o ésteres de retinilo [78]. Después de la absorcién y llegada por
circulacion, los ésteres de retinilo entran en el higado, donde la mayoria de la vitamina A del cuerpo se
almacena [79]. Los ésteres de retinilo se hidrolizan en higado continuamente a retinol y van a
circulacién sistémica. La bilis, que drena desde el higado hasta el duodeno, también se enriquece en
retinol [80]. Una vez dentro de una célula, las alcohol deshidrogenasas (ADH) oxidan el retinol a retinal,
que puede entonces unirse de manera mas selectiva a retinal deshidrogenasas (RALDH) para la
posterior oxidacion a acido retinoico (ATRA). ATRA puede ser generado en mudltiples isoformas; sin
embargo, la isoforma all-trans predomina en la mayoria de los tejidos. Posee funciones pleiotrépicas en
la formacién del hueso y en la organogénesis durante la embriogénesis [81]. También tiene un rol central
en la formacién del tejido epitelial en la piel y en tejidos mucosos, los cuales constituyen una barrera
primaria de defensa frente a infecciones [82].

Figura 3.6: Metabolismo de la Vitamina A: La vitamina
A se absorbe en el intestino y se transporta a través de
Retinil esteres los vasos linfaticos a la circulacién donde entra en el

o Intestino Organos sanare higado higado para su almacenamiento. El retinol unido a la
Vitamina A-.....y- delgado linfiticos — §e¢ — proteina de Retinol (RBP) pasa desde el higado a
w circulacion. También se secreta en la bilis que drena al

intestino delgado. Al entrar a las células, el retinol es

Retinol-RRP reversiblemente oxidado a retinal a través de la familia

alcohol deshidrogenasas (ADH) y luego por las retinal
deshidrigenasas (RALDH) pasa a 4&cido retinoico.
Adaptado de : The Role of Retinoic Acid in Tolerance
and Immunity. Jason A. Hall, John R. Grainger,Sean P.

ADH RALDH ) -
. : - - Spencer, and Yasmine Belkaid. DOI
_’- 3
Retinol f——" Retina e Addoretincicd 10.1016/.immuni.2011.07.002. Cell Immunity Review
[83]
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3.9.1 Efectos inmunomoduladores del ATRA

El ATRA posee efectos inmunomoduladores. Entre ellos, se ha descripto que promueve la
respuesta inmune humoral frente e patégenos [3], reduce la mortalidad frente a determinadas
infecciones [84], diferencia progenitores mieloides inmaduros a fenotipos maduros [85] y refuerza el
sistema inmunolégico [5]. Por otro lado, el ATRA es necesario para una produccion optima de PMN,
linfocitos, células natural killers (NK) y linfocitos B [86], para la regulacion de la inmunidad de mucosas
[87] y promueve las respuestas inmunes humoral y Th2 frente a patdgenos.

Datos recientes destacan la correlacién entre la vitamina A y la funcién de los linfocitos T. Estudios
que utilizan diversos modelos animales deficientes en vitamina A o en algun receptor de retinol han
comenzado a cerrar esta brecha del conocimiento, revelando un papel integral para el ATRA en la
inmunidad. Respuestas deficientes y/o desreguladas de linfocitos T se han observado en varios modelos
de infeccion con deficiencia en vitamina A o en el receptor de retinol [5]. Durante la infeccién con
Toxoplasma gondii las respuestas agudas de células Th1 y la eliminacion del parasito se deterioran
sustancialmente en ratones con carencia de vitamina A [83]. El tratamiento a corto plazo con el ATRA
inmediatamente antes o durante la exposicion ha rescatado completamente la respuestas de los
linfocitos T CD4+ frente a la infeccidbn aguda por T. gondii. Estos hallazgos demostraron un papel
esencial para el ATRA en el desarrollo de las respuestas de linfocitos Th1 y Th17. Mas audn, la
senalizacion del ATRA parece controlar el destino de la inmunidad de los linfocitos T principalmente a
través de los receptores RARa y RARy [87, 88].

Aunque el papel del ATRA en la funcién de los linfocitos T CD8+ queda por explorar, fue
demostrado que el receptor RARy es necesario tanto para los linfocitos T CD4+ como CD8+ en la
respuesta humoral que se requiere para responder frente a una infeccién con Listeria monocitogenes.
En conjunto, estos datos ilustran la capacidad del ATRA para regular una red de funciones de las células
de la inmunidad innata y adaptativa en un proceso de infeccién [89].

3.9.2 ATRA y Gr-1+ CD11b+ supresoras

Existe una extensa bibliografia que describe los efectos del ATRA sobre la modulacion de las
células Gr-1+ CD11b+ supresoras, en particular en diferentes tipos de tumores. La inmunosupresién

inducida por el tumor es uno de los mecanismos cruciales del tumor en la evasién de la vigilancia
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inmune. Esto contribuye en gran medida al fracaso de vacunas contra el cancer. Las células Gr-1+
CD11b+ supresoras desempenan un importante papel en este fendbmeno. Estas células se acumulan en
el tumor e inhiben directamente las funciones de los linfocitos T a través de diversos mecanismos.
Gabrilovich y col. han eliminado a las Gr-1+ CD11b+ supresoras con el objetivo de mejorar la respuesta
antitumoral. La administracién in vivo del ATRA redujo drasticamente la presencia de las Gr-1+ CD11b+
supresoras en diferentes modelos tumorales. Los resultados que se evidenciaron no se debieron a un
efecto antitumoral directo del ATRA o a la disminucién de la produccién de factores de crecimiento por
las células tumorales, sino que el ATRA diferencia in vivo Gr-1+ CD11b+ inmaduras a células dendriticas
maduras, macrofagos y granulocitos. La disminucion de Gr-1+ CD11b+ en ratones portadores de
tumores mejord notablemente la clinica y aument6 el numero de linfocitos T CD4+ y CD8+ [90, 91].
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4. Materiales y Métodos

4.1 Modelo experimental

Para inducir la inmunosupresion por LPS, los ratones Balb/c, con edades de 2-3 meses, se
inocularon con dosis crecientes de LPS i.p. (E. coli O111: B4, Sigma, St. Louis, EE.UU.). El total de
dosis recibidas fueron 14, administradas diariamente, exceptuando el fin de semana, de la siguiente
manera: dos dosis de 5, dos dosis de 10, una dosis de 20, una dosis de 50 y ocho dosis de 100 ug /
dia / raton (ver esquema en Resultados) .

Concomitantemente con estas dosis de LPS, a un grupo de ratones se les administrd diariamente
por via oral vaselina (IS grupo), y otro grupo recibié dosis orales diarias de ATRA disuelto en vaselina
(500 ug / dia / ratén, grupo IS + ATRA, ver esquemas en Resultados).

Se utiliz6 ATRA (Vesanoid ®, F. Hoffman-La Roche Ltd, Basilea, Suiza) comercial. El contenido
de la cépsula se retir6 en condiciones estériles y se ajusté la concentracién con vaselina
inmediatamente antes de la administracion. A otro grupo de animales se les administrd solucién salina
i.p. y vaselina por via oral (grupo Control) o solucion salina i.p. y ATRA por via oral cada dia (grupo
ATRA) (ver esquema en resultados). Los experimentos realizados se llevaron a cabo de acuerdo con
los principios establecidos en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y el estudio
fue aprobado por el Comité de trabajo con animales de nuestra Institucion.

4.2 Recoleccidon de muestras de sangre y obtencion de plasma

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncion del plexo retroorbital en buffer-citrato. El
porcentaje y numero absoluto de leucocitos, glébulos rojos y las plaguetas se determinaron usando un
contador hematoldgico calibrado para ratén. El plasma se obtuvo por centrifugacién de la sangre por 10

min. a 2000 r.p.m. y se almacend a -20° C hasta su uso.

4.3 Obtencidn y recuento de suspensiones celulares a partir de tejidos

Para tener una muestra representativa de los ganglios linfaticos, se extrajeron los ganglios

inguinales y axilares y se procesaron juntos. Tanto los ganglios como el bazo de cada animal de los
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distintos grupos experimentales se retiraron en condiciones estériles, y se prepararon suspensiones
celulares por homogeneizacién a través de una malla de acero inoxidable estéril. Para la obtencion de
células de médula ésea, se extrajo el fémur de los animales y con una jeringa se hizo pasar, de manera

enérgica, 1 ml de medio a través del hueso.

El numero absoluto de leucocitos totales en cada muestra se obtuvo por microscopia 6ptica
utilizando una camara de Neubauer y la soluciéon de Turk (0.01% de violeta de genciana en 2% de
acido acético glacial), considerando en cada caso el volumen total de muestra obtenido.

4.4 Estudios de citometria

Las diferentes poblaciones presentes en los ganglios linfaticos y bazos se estudiaron mediante
citometria de flujo. 1 x 10® células se incubaron con anticuerpos especificos de rata anti-raton
conjugados con diferentes fluorocromos: conjugado con ficoeritrina (PE)-CD19, isotiocianato de
fluoresceina (FITC)-CD4, CD11b y CD3, PE-Cy5 Gr-1 y CD8. Para marcar el receptor de homing a
ganglios linfaticos CCR7, se realiz6 una marcacion intracitoplasmatica de acuerdo a instrucciones del
fabricante, utilizando anti (FITC)-CCR7. Todos los anticuerpos fueron de BD Bioscience (San Jose, CA,
EE.UU.). Las células se lavaron y se resuspendieron en paraformaldehido al 0,5%. El porcentaje de
células positivas se determiné en 70.000 eventos.

El namero absoluto de las subpoblaciones especificas se calculé del siguiente modo:
(recuento absoluto total de leucocitos por microscopia éptica x porcentaje de la poblacion especifica
obtenido por citometria de flujo) / 100.

4.5 Determinacion de citoquinas

Se determinaron usando un kit de ELISA comercial en plasma o sobrenadantes libres de células
de suspensiones celulares obtenidas de tejidos (eBiosciences, San Diego, CA, EE.UU.), segun las

instrucciones del proveedor.

4.6 Deplecion de células Gr-1+ con perlas magnéticas

Se utilizé el kit de deplecion para células Gr-1+ segun instrucciones del fabricante. Brevemente,
se tomaron 5x108 células y luego se marcaron con anticuerpo primario anti Gr-1, luego de 30 minutos

a 4°C, se lavaron las células y el pellet se resuspendié con 1 ml de Buffer PBS 1X, 0,1% BSA, 2 mM
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EDTA pH= 7,4. Se colocaron las perlas magnéticas (40 ul) junto con las células marcadas en tubos de
polipropileno y se las incubé en agitacion durante 30 minutos a 4°C. A continuacion, se colocaron los
tubos junto a un iman, se esperaron 1-2 minutos y el eluido fue recolectado (deplecion, seleccion
negativa). Luego se centrifugd y las células fueron resuspendidas en RPMI, 5% SFB, antibidtico y

antimicotico.

4.7 Purificacion de subpoblaciones Gr-1 high y low

Se utilizd el kit comercial Miltenyi Bistec (MACS) Myeloid-Derived Supresor Cell Isolation kit y se
siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se tomaron 108 células de médula ésea y se
marcaron con “FcR Blocking Reagent”, se incubaron 10 min y se agreg6 anticuerpo anti-Ly6G (para
obtener las celulas Gr-1 high), se lavaron y centrifugaron, el pellet se resuspendié en buffer y se agregé
anti "Biotin MicroBead”, se incubaron por 15 min a 4°C, se centrifugaron y se resuspendieron en buffer.
La separacién magnética de células Gr-1 high (Ly6G+) se realizd pasando la suspension celular por la
columna dos veces y recolectando el eluido (la fraccibn que queddé retenida en la columna se
desprende con buffer y es la fraccion positiva Gr-1 high). El eluido anterior (fraccion negativa) se
marcé con “Anti Gr-1 Biotin”, se realizaron dos lavados y se marcd con “Streptavidin MicroBeads™, se
incubaron las células 15 min a 4°C y se pasaron por la columna, el eluido se descart6 y las células que
quedaron retenidas en la columna se desprendieron con buffer (fraccion positiva Gr-1 low). Se logré
un rendimiento de 90% para ambas purificaciones de las subpoblaciones celulares.

4.8 Prueba hemaglutinacioén

Para inducir una respuesta inmune humoral primaria, 0,2 ml de 25 % v/v de glébulos rojos de
carnero (GRC) se lavaron y se inocularon i.p., y una semana mas tarde se recogi6 la sangre y se
obtuvieron sueros. Se hicieron diluciones dobles de sueros y se mezclaron con un volumen igual de
una solucién v/v 0,35 % de GRC en una placa de 96 pocillos con fondo curvo. Las placas se dejaron a
temperatura ambiente durante 24 h. El titulo de anticuerpos se consideré como la inversa de la mayor
dilucién que inhibe la hemaglutinacion.

37



Materiales y Métodos | 2014

4.9 Ensayo de migracion in vivo o de transferencia celular

Se tomaron 5x10° células /ml de medula ésea de ratones dadores Controles o IS y se las
resuspendieron en (PBS 0,3% BSA), luego se agreg6 5uM final de CFSE, se incubd 20 min. a 37°C en
oscuridad y se realizaron 3 lavados con RPMI (10% SFB), dejando esperar entre lavados 10 min en
estufa y se resuspendié6 en RPMI. Finalmente se inyectaron 5x10°¢ células e.v. a cada ratén receptor
Control o IS, realizando todas las combinaciones posibles. Se esperaron 3 horas y se sac6 la médula
O0sea y ganglios linfaticos y se marcaron las células con anticuerpo anti Gr-1 y CD11b para ser
analizadas por citometria de flujo en cada 6rgano en particular. La fluorescencia de CFSE es en FL-1.

4.10 Ensayo de migracion in vitro con transwell

Se procesaron 24 ganglios linfaticos (inguinales y axilares) para cada grupo experimental
(Control e IS) en 500 ul de RPMI (5% SFB). Cada homogenato se centrifugd y se descarto el pellet de
células, quedandonos con el sobrenadante libre de células (Medio condicionado de los ganglios
linfaticos, MC). Luego se utilizdé un sistema transwell para realizar la migracién de células (poro 0,5 uM)
de medula ésea desde el compartimento superior al inferior. A continuaciéon, se colocaron en el
compartimento superior 6x10° células de medula 6sea y en el inferior los MC de ganglios linfaticos de
ratones Controles e IS. Luego de 1.30 hora se recolectaron las células del compartimento inferior que
migraron y se marcaron con anticuerpos anti Gr-1 y CD11b.

4.11 Proliferacion de células T

Se obtuvieron y se resuspendieron suspensiones celulares de los ganglios linfaticos y bazos en
medio RPMI-1640, suero fetal bovino al 10 %, 0,1 % 2-mercapoethanol, 1 % de L-glutaminay 1 % de
antibiético-antimicético. El recuento diferencial de linfocitos se realiz6 con una cadmara de Neubauer
utilizando solucion de Turk. Para los co-cultivos con médula ésea, se realizaron incubaciones en
relacién 1:1 entre células de médula 6sea (total o de subpoblaciones purificadas) y células obtenidas
de ganglio de ratones normales. El ensayo se realizd en placas de 96 pocillos por triplicado en
presencia o ausencia de un mitégeno de linfocitos T que es Concanavalina A (Con A, 5 ng/ml, Sigma,
St. Louis, EE.UU.) durante 72 horas a 37° C en 5 % de CO.. Luego, las células se incubaron con 0,5
mg/ml de 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma, St. Louis, EE.UU.) y la placa se
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dej6 a 37° C, 5 % de CO: durante un periodo adicional de 4 h. El MTT se reduce a formazéan purpura
en las células vivas. Para disolver el producto de formazan purpura insoluble, se afadié una solucién
de 20 % de SDS en 50 % de dimetilformamida y se dejé durante la noche a 37° C. La absorbancia de
la solucion de color se cuantificé a 570 nm. La absorbancia media en ausencia de Con A fue restada
de la absorbancia media en su presencia de Con A para cada muestra, es decir en todos los
experimentos de proliferacién de nuestro trabajo, lo que se grafica es la resta de cada grupo
experimental estimulado con Con A — sin Con A. Aclaracion: Esta técnica mide actividad mitocondrial
(viabilidad celular) y dado que las células que estan en proceso de proliferacién aumentan su tasa de
actividad mitocondrial, esta técnica se la considera vélida para medir proliferacion celular [92].

4.12 Determinacion de oxido nitrico

El 6xido nitrico (ON) se determind por medicion de nitrito (en sobrenadantes libres de células)
utilizando la reaccién de Griess. Brevemente, 50 ul de alicuotas de muestra se mezclaron con 50 ul de
reactivo de Griess (1% sulfanilamida/0.1% de dihidrocloruro de diamina naphthylethylene / 2 % de
acido fosforico) en placas de 96 pocillos y se incubaron a 25°C durante 10 min. La absorbancia a 540
nm. se midié con un lector de microplacas. NaNO. fue utilizado como un estandar para calcular las

concentraciones de nitrito.

4.13 Medicion de la actividad Arginasa-1

La actividad de la Arginasa-1 se midié en lisados de células obtenidos a partir de 0,6 x 10°
células como se describe por Munder y col. [93], con ligeras modificaciones. Brevemente, las células se
lisaron con 50 ul de buffer de lisis (0,1% de Triton X-100, céctel inhibidor de proteasa, Sigma, St. Louis,
EE.UU.). Después de 30 min. en un agitador a 372 C, se anadieron 60 ul de 25 mM de Tris-HCl y 2 mM
de MnCl.. La Arginasa-1 fue activada por calentamiento de la solucién durante 10 min a 55° C. El
sustrato L-arginina (Sigma, St. Louis, EE.UU.) se hidroliz6 mediante la incubacién del lisado con 100 ul
de 500 mM de L-arginina (pH 9,7) a 37° C durante 60 min. La reaccién se detuvo con 400 ul de H2SO4
(96 %)/H3POs4 (85 %) H20O (01:03:07 v/v). La concentracién de urea se midié a 540 nm después de la
adicion de 40 ul de a-isonitrosopropiofenona (Sigma, St. Louis, EE.UU.) disueltos en etanol al 100 %,
seguido de calentamiento a 95° C durante 30 min. Los datos se presentan como unidades (U) de la
arginasa-1, donde 1 U de arginasa-1 se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacion

de 1 g de urea en 60 min.
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4.14 Produccidn de intermediarios reactivos del oxigeno

Para determinar la produccién de intermediarios reactivos de oxigeno (IROS) en cultivos de
proliferacion de células T, se utilizé6 dihidrorodamina 123 (DHR, Sigma, St. Louis, EE.UU.).
Brevemente, las células fueron recolectadas de los pocillos de cultivo marcadas con un anticuerpo anti-
Gr-1, y se incubaron 15 min a 372 C con 1 uM de DHR. La produccién de IROS induce intensa
fluorescencia en FL-1, que fue detectada por citometria de flujo. Se analiz6 el porcentaje de células Gr-
1+ DHR+.

4.15 Apoptosis

El porcentaje de MDSC vy linfocitos que experimentan apoptosis se midié por citometria de flujo
utilizando anexina V-FITC, y los siguientes anticuerpos anti-raton: Gr-1-Pe-Cy5 y CD11b-Pe en
suspensiones celulares obtenidas a partir de ganglios linfaticos y bazos. La tincién con anexina V se
realizd con un kit comercial de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD Biosciences, San José,
CA, USA). El numero absoluto de las células apoptéticas y vivas se calculd de la siguiente manera:
(Numero absoluto de leucocitos totales obtenidos por microscopia dptica x porcentaje obtenido por
citometria de flujo) / 100.

4.16 Desafio polimicrobiano

El ciego de un ratén no tratado se retiré y el contenido intestinal se dej6é a 37° C durante 24 h en
solucion salina 10% de suero fetal bovino (SFB) en condiciones aerébicas. Bacterias aerobias fueron
enriquecidas llegando a 5x107 y luego fueron inyectados i.p. a todos los grupos. La identificacion
bacteriol6gica de rutina revelé que las bacterias presentes en el in6culo pertenecen a Enterococcus y
Streptococcus sp. 4 h méas tarde se obtuvo sangre y lavados peritoneales se realizaron con solucion
salina estéril como se describe a continuacién. La dosificacion de las bacterias se realizd en placas de
agar de Mac Conkey como se describe a continuacién.
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4.17 Lavados peritoneales

Los animales fueron sacrificados y el contenido peritoneal se recogié mediante lavado peritoneal
tal como se describe anteriormente [94]. Brevemente, la piel del abdomen fue abierto a fondo en la
linea media después de la desinfeccion y sin danar el masculo. Solucion salina estéril (2 ml) se inyecto
en la cavidad peritoneal y se realizd un aspirado dos veces, utilizando una jeringa y aguja estériles,
para enjuagar el contenido peritoneal de la cavidad peritoneal. Las células se lavaron y se contaron
como se describié anteriormente para la sangre entera, y el liquido peritoneal se utiliz6 para la

determinacién de cultivo bacteriano.

4.18 Cultivos bacterianos

Se obtuvieron los lavados peritoneales y las células se lisaron con agua destilada estéril. Las
alicuotas de las diluciones seriadas del liquido peritoneal se sembraron en un medio de cultivo
selectivo para bacterias intestinales, MacConkey agar (Britania, Argentina). Las placas se cultivaron en
condiciones aerobias a 37 ¢ C, y se contaron las colonias después de la incubacion durante toda la
noche. Los recuentos bacterianos se expresaron como unidades formadoras de colonias (UFC) en el
lavado peritoneal.

4.19 Histologia

Los ganglios linfaticos y bazos de todos los animales sacrificados fueron fijados en 10 %
formalina tamponada y embebidos en parafina. Cortes semi-serie se realizaron para hematoxilina-
eosina (H & E).

4.20 Estadistica

Las comparaciones entre multiples grupos se realizaron mediante ANOVA, la aplicacién de la
correccién de Bonferroni. p <0,05 fue considerado significativo. Los resultados se expresan como la

media £ ES y el nUmero de ratones utilizado por grupo es detallado en la legenda de cada figura.
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5. Resultados

Capitulo I: Alteracidén de distintos parametros inmunoldgicos en el
estado de inmunosupresion por inoculacién crénica de LPS en un
modelo murino.

A lo largo de todo el presente trabajo, nos centramos en el estudio de la etapa de inmunosupresion
inducida por LPS en un modelo murino, tratando de representar el estado inmunolégico al que llegan
algunos pacientes sépticos que ingresan a las Unidades de Cuidados Intensivos. Para ello, generamos
este modelo murino realizando un esquema de inoculacién intraperitoneal (i.p.) de 14 dosis crecientes de
LPS (una por dia), segun el Esquema 5.I. Existen antecedentes en la bibliografia y en nuestro grupo que
indican que sucesivas inoculaciones diarias de LPS, generan un estado de “tolerancia al LPS™ y que la
persistencia en el tiempo de este estimulo puede llevar a una inmunosupresién marcada, evidenciada por

alteraciones en diferentes parametros inmunoldgicos.

Fin de semana Fin de semana
Sin tratamiento Sin tratamiento
Diade
. 1 2 3 4 5@6 7 8 910{}11 12 13 14 15
tratamiento
I I I I I [ I I I I I I I |
DosisdelPS 5 5 10 10 20 50 100 100 100 100 100 100 100 100 ﬁ?
pg/ratén/dia

Procesamiento

Esquema 5.1: Esquema de inoculacion de dosis crecientes de LPS (5-100 pg/raton/dia). Ratones Balb/c de 2-3 meses de

edad fueron inoculados con la dosis indicada de LPS i.p. (14 dosis en total) o solucién fisiolégica (Controles).

A partir del esquema realizado obtuvimos dos grupos de ratones:

Control: inoculamos solucién fisioldgica i.p.

Inmunosuprimidos (IS): inoculamos LPS i.p.
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Como primer paso, estudiamos algunos parametros inmunolégicos para verificar el estado de

inmunosupresion en el modelo utilizado.

5.1.1- Respuesta Inmune Humoral Primaria

Esta respuesta constituye uno de los principales mecanismos de defensa inmunolégica frente a
determinados antigenos mediante la generacién de anticuerpos, en primera instancia de isotipo IgM y
luego IgG. Se ha descripto que en un estado de inmunosupresion los pacientes con sepsis presentan
alteraciones funcionales en la respuesta inmune adaptativa asociadas particularmente a mecanismos
de apoptosis que afectan principalmente a linfocitos de sangre periférica y bazo, llevando por
consiguiente a una menor produccion de anticuerpos [20]. Por este motivo, decidimos medir el titulo de
anticuerpos generados en ratones inmunosuprimidos (IS) en respuesta a una inoculacién de un
antigeno linfocito-T dependiente como es el Glébulo Rojo de Carnero (GRC). Para ello, se sigui6 el
siguiente protocolo (Esquema 5.1.1), luego los animales fueron sangrados a los 7 dias post-inoculacion
y con los sueros obtenidos se realiz6 un ensayo de hemoaglutinacién, calculandose el titulo de
anticuerpos generados por cada grupo.

Inoculacién Obtenciéon
de GRC de sueros

o

Esquema de 7 dias
Inmunosupresion
14 dosis LPS

Esquema 5.1.1: Protocolo seguido para medir la generacion de una respuesta inmune humoral primaria mediante la
inoculacion i.p. de glébulos rojos de carnero (GRC). Se realizé primero el esquema de inoculacién por LPS durante 14
dias, luego se inyect6 una concentracion de GRC i.p. a ambos grupos (Controles e IS). Transcurridos 7 dias se obtuvieron los

sueros de los ratones de los grupos y se realiz6 el ensayo de hemoaglutinacion como se detalla en Materiales y Métodos.
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Como se observa en la Figura 5.1.1 este titulo de anticuerpos se encuentra significativamente
disminuido en el grupo de ratones IS respecto al grupo Control.

250+
o 200] —1 : , , :
o Figura 5..1: El grupo de ratones IS generé menor titulo de anticuerpos
§ respecto al grupo Control. Se midieron los anticuerpos anti-GRC generados en
] 150+ respuesta a una inmunizacién con GRC en los sueros de ratones Controles e IS
)
% 100 mediante un ensayo de hemoaglutinacién y el titulo se calculé como la inversa de la
o * mayor dilucién que impide la aglutinacién.” vs. Control, p<0,05, n=6.
=
= 50+
0 | |
Control IS

5.1.2- Niveles plasmaticos de TNF-a e IL-10

El fenotipo de inmunosupresién se caracteriza por una marcada disminucion en la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, en particular el TNF-a, IL-1B, IL-8 y un aumento de citoquinas anti-
inflamatorias como la IL-10 [42]. Por lo tanto, determinamos los niveles de TNF-a e IL-10 presentes en
plasmas de los animales Controles e IS luego de 1.30 h y 24 hs, respectivamente, de estimular con una
dosis alta de LPS i.p. (100 ug/ratén). Estos tiempos fueron elegidos ya que representan el momento en
donde se encuentran los picos maximos de aparicion de TNF-a e IL-10 en suero luego del estimulo

inflamatorio.

Observamos, como se muestra en la Figura 5.1.2, una ausencia de respuesta para la generacién de
TNF-a del grupo IS y un aumento en la produccién de IL-10 respecto a los Controles, corroborando una

vez mas nuestro modelo de inmunosupresion.
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Figura 5.1.2: Los animales IS luego de 1.30 hora de expuestos a inoculacion de LPS no aumentaron los niveles de TNF-
a en comparacion con la respuesta elevada del grupo Control. El grupo IS presenté un aumento de IL-10 respecto de
los Controles, 24 horas post estimulo de LPS. Se inocularon 100 pg/ml de LPS i.p. y las concentraciones de TNF-a e IL-10
plasmaticas fueron determinadas por ELISA 1.30 h o 24 h post-inoculacién. A) Concentracion de TNF-a plasmatica (pg/ml) en
ratones Controles e IS. B) Concentracion de IL-10 plasmatica en pg/ml en ratones Controles e IS.* vs. Control, p<0,05, n=10.

5.1.3- Proliferacion de linfocitos con estimulo T- especifico

Se ha reportado en estudios médicos que el nimero de linfocitos de pacientes que cursan una
sepsis estan disminuidos y/o presentan una disfuncionalidad en su capacidad proliferativa, debido a
principalmente, procesos apoptéticos [95]. Por lo tanto, decidimos estudiar la proliferacién de linfocitos T
extraidos de ganglios de ratones Controles e IS. Para ello realizamos un ensayo de proliferacion
utilizando un mitégeno de linfocitos T-especifico, como es la Concanavalina A (Con A). Luego de 72
horas medimos la densidad éptica (D.O.) generada por la incorporacién de 4,5-Dimethylthiazol-2-y-2,5-
diphenyltetrazolium bromuro (MTT) de las células con alta tasa metabdlica, la cual es una medida
proporcional al estado de proliferacion celular. Observamos en este ensayo (Figura 5.1.3) que los
ratones IS presentaron menor proliferacion de linfocitos T que los ratones Controles. Los valores

basales de ambos grupos Control e IS sin Con A, fueron menores al limite de deteccién del método.

46



Resultados | 2014

1.0
0.8
£ 1T
c
0.6-
E *
Sl Figura 5.1.3: La proliferacion de linfocitos T se encuentra disminuida en los
o 04+ . I
a ratones IS respecto al grupo Control en cultivos de ganglio linfaticos. Se
0.2- obtuvieron 2x10° células de ganglios y se colocaron en placa de 96 pocillos,
estimuladas con Con A por 72 horas, a 37°C, 5% CO2. Luego se determiné la
0.0 incorporacion de MTT, midiendo la densidad optica (D.O.) a 570 nm.* vs. Control,
Control IS p<0,05, n=6.

5.1.4- Poblacion mieloide supresora

Esta documentado que en diversos estados de inmunosupresién existe un aumento significativo
de una poblacién de células con potencialidad supresora denominada Células Mieloides Supresoras

(Gr-1+ CD11b+ supresoras), con funciones inhibitorias en particular sobre linfocitos T [96].

Al estudiar la poblacién de células Gr-1+ CD11b+, observamos que esta poblacion se encontraba
significativamente aumentada en ganglios linfaticos de los ratones IS respecto a los Controles (Figura
5.1.4).

5.0x10% 1
o *
@5 40x10°- , ,
E.g ) Figura 5..4: El niamero de células Gr-1+ CD11b+ en los
3
N} ‘_"_' 306105 animales IS se encuentra aumentado respecto del grupo
O -
() -‘9 o Control. Se obtuvieron homogenatos de ganglios linfaticos de
T
o é 2.0x10° ambos grupos y se determind el niumero de Gr-1+ CD11b+ totales
“E’ + —_1— utilizando los porcentajes obtenidos por citometria de flujo y el
é’ E 1.0x105 - recuento absoluto de células totales correspondiente.* vs. Control,
o p< 0,05, n=8.
0
Control IS
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La presencia de una poblacion de células que expresa los marcadores Gr-1+ CD11b+

solamente define una poblaciéon mieloide (pudiendo ser monocitica o granulocitica) pero no prueba

sus propiedades inhibitorias. Por ello, para determinar si el aumento de células Gr-1+ CD11b+ esta

mediando la inhibicién de la proliferacion de los linfocitos T en el grupo IS, eliminamos de los

homogenatos de ganglios totales, las células Gr-1+ CD11b+ con perlas magnéticas anti Gr-1 y

luego realizamos ensayos de proliferacién de linfocitos T estimulandolos con Con A. Luego de 72

horas observamos, como muestra la figura 5.1.5, que al quitar estas células del medio de

proliferacion, los linfocitos T recuperan la capacidad proliferativa casi a niveles del grupo Control.

0.6 . . #

D.O 570nm
o
=

o
N
1

Contr'ol pre ISpre Control post IS p'ost

Figura 5.1.5: La deplecion de las células Gr-1+ en
ganglios IS, restableci6 la proliferacion de
linfocitos T que se encontraba disminuida en el
grupo de ratones IS sin depletar. Se depletaron las
células Gr-1+ de homogenatos de ganglios con
perlas magnéticas anti-Gr-1+ en ambos grupos
Control e IS y se realizé un ensayo de proliferacion
utilizando Con A y midiendo la D.O. a 570 nm. Se
compararon los grupos Control e IS antes y después
de la deplecion (Pre y post), * p< 0,05, # p<0,01
n=12.

CONCLUSION PARCIAL

* La inoculacion repetida de LPS, genera en los animales claras alteraciones inmunoldgicas compatibles

con un estado de inmunosupresion, como son la disminucion de la respuesta humoral primaria y la

proliferacion de linfocitos T, entre otros.

* En el contexto de inmunosupresion las células Gr-1+ CD11b+ presentes en ganglios median la

inhibicion de la proliferacion de linfocitos T.
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Capitulo II: Estudio de la potencialidad supresora y mecanismos
inhibitorios de las Gr-1+ CD11b+ en médula ésea

5.1.1- Células Gr-1+ CD11b+ y su funciéon en médula ésea

El hecho de encontrar la poblacién de células Gr-1+ CD11b+ significativamente aumentada en

los ganglios de ratones IS y dada sus caracteristicas de progenitores mieloides, nos incentivé a

buscarlas en la médula ésea (MO). Alli estudiamos sus propiedades y dilucidamos si ya en su lugar

de origen poseian mecanismos inhibitorios. Con los resultados obtenidos hasta el momento nos

plateamos como hipdtesis que en el contexto de inmunosupresién por LPS, las células Gr-1+ CD11b+

supresoras se originarian en la MO, adquiriendo alli su potencial inhibitorio y que podrian migrar a los

ganglios linfaticos para ejercer su funcién supresora.

Para ello obtuvimos medula 6sea de los fémures de cada grupo de ratones y medimos la

poblacién celular Gr-1+ CD11b+ por citometria de flujo. Como muestra la figura 5.11.1.1 observamos

un aumento significativo en el porcentaje (%) de estas células en el grupo IS respecto al Control, pero

manteniéndose sin diferencias el nimero absoluto de la misma.
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5.0x106

o . 4.0x106- T Figura 5.11.1.1: El porcentaje de células Gr-1+ CD11b+ de médula
% ;E T Osea esta significativamente aumentado en el grupo de ratones IS
2 E 3.0x10° respecto a los Controles, manteniéndose su numero absoluto. Se
g O+ . obtuvo la médula 6sea de cada grupo de ratones y se determinaron las
"E’ ‘E 2.0x10°- células con anticuerpos anti-Gr-1 y CD11b por citometria de flujo. A)
E o 1.0x10° Porcentaje (%) de Gr-1+ CD11b+ y dot-plots representativos de grupos

Control e IS. B) Numero absoluto de Gr-1+ CD11b+. * vs. Control,

0 p<0,05 n=8.

Control IS

Observamos que el numero absoluto de las células Gr-1+ CD11b+ era similar entre los grupos
Control e IS, esto probablemente se deba a que el LPS es un potente estimulo inflamatorio que estimula
la mielopoyesis en MO de los ratones IS y al mismo tiempo aumenta la salida a sangre de precursores
de la serie mieloide, entre otras células. Este dato fue comprobado al tomar muestras de sangre de
ratones Controles e IS y observar por citometria de flujo que los PMN (Gr-1+ CD11b+, caracterizados
también por los mismos marcadores al ser células de origen mieloide) estaban aumentados
significativamente en sangre de ratones IS respecto del Control: PMN x10%L: Control = 0,62 £ 0,11, IS =
4,16 + 0,60, * p<0,05, n=8. EI resultado neto seria una compensacién entre la formacion de células
mieloides y salida de las mismas de MO a sangre periférica, observando que los nimeros absolutos de
células Gr-1+ CD11b+ en MO son similares en ambos grupos.

A continuacion, una primera aproximacion fue evaluar si las células totales de médula ésea de
ratones IS tenian potencial actividad supresora. Dado que en médula ésea no hay proliferacion de
linfocitos T, y que los mecanismos inhibitorios de las células Gr-1+ CD11b+ son activados en respuesta
a senales aportadas por el linfocito proliferante, para evidenciar el potencial supresor de las Gr-1+
CD11b+ realizamos co-cultivos ex vivo de células totales de médula ésea y linfocitos T obtenidos a
partir de ganglios linfaticos de ratones normales en una proporcion de 1:1 y estimulamos la
proliferacion de las células T con el mitdgeno T especifico Con A. Como se muestra en la Figura
5.11.11.2, las células de médula 6sea inhibieron la proliferacion de linfocitos T y esta inhibicion fue
restablecida cuando se aislaron fisicamente entre si las células de médula 6sea y los linfocitos T
utilizando un sistema transwell, lo que indica que la inhibicién depende de la proximidad o contacto de

ambos tipos celulares.
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Figura 5.1.1.2: La inhibicion de la proliferacion de
linfocitos T depende de la cercania o contacto de las

1.0 células Gr-1+ CD11b+ y los linfocitos T. Se realizaron
0.8- . * . # . ensayos de proliferacion de linfocitos T (Lin) utilizando

£ —_ 1T Con A como estimulo en co-cultivos de linfocitos T
g 0.6- obtenidos de ganglios linfaticos de ratones normales y
5 células de médula ésea totales de ratones Controles e IS
O_ 0.4+ en relacion 1:1. Por otro lado, se utilizd6 un sistema
Q transwell en el cual se sembraron las células de médula
0.21 Osea de ratones IS en la camara superior del transwell y

0.0 £ ] los linfocitos T en la cdmara inferior. Luego de 72 hs el
Control IS IS Lin sistema se revelé con MTT y se midi6 la D.O. a 570 nm.

Transwell * p< 0,05, # p<0,01 n=8.
L )
+ Lin

Una vez que observamos que existia actividad inhibitoria en las células totales de médula 6sea

sobre la proliferacién de linfocitos T, quisimos estudiar, segun la experiencia previa en ganglios
linfaticos 1S, si eran las células Gr-1+ CD11b+, las que estaban interviniendo en dicho proceso
inhibitorio. Para ello, realizamos la deplecidén de estas células de homogenatos de médula 6sea totales
con perlas magnéticas anti Gr-1 para ambos grupos y luego realizamos la proliferacién de linfocitos T
en co-cultivos con linfocitos T obtenidos de ganglios normales manteniendo la relacion 1:1 con médula
O6sea. Como muestra la Figura 5.11.1.3 al eliminar las células Gr-1+ de los homogenatos de médula
Osea en el grupo de ratones IS (Post) se restablece totalmente la proliferacién de linfocitos T respecto
al grupo IS sin eliminar (Pre). Sin embargo, en el grupo Control, la eliminacion de esta poblacién no
genera alteraciones en los niveles de proliferacién T. Estos resultados confirman que en médula ésea,
estas células Gr-1+ CD11b+ poseen capacidad supresora sobre los linfocitos T, pero esta capacidad

se adquiere s6lo en el contexto de inmunosupresion.

Figura 5.11.1.3: La deplecion de las células Gr-1 en

0.8+ médula o6sea (post) restablecié la proliferacion de
* # linfocitos T que se encontraba disminuida en el grupo
064 —T I — I de ratones IS sin depletar (pre). Se realizaron ensayos de
g proliferacién de linfocitos T en co-cultivos de linfocitos T
E 0.4+ obtenidos de ganglios linfaticos de ratones normales y
o células de médula 6sea totales de ratones Controles e IS
(a] pre y post- deplecién de las células Gr-1+ utilizando perlas
0.2+ magnéticas anti-Gr-1. * p<0,05, # p<0,01, n=10.
0.0

Control pre IS pre Control postIS post 51
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Para completar y confirmar este estudio, nuestro siguiente paso fue purificar de homogenatos de
médula ésea de ratones IS a las células Gr-1+ utilizando columnas magnéticas (Macs anti- Gr-1 micro
beads) y luego realizar un ensayo de proliferacion de linfocitos T poniendo en contacto las células Gr-1+
purificadas con linfocitos T normales en una relacién 1:1, para luego estimularlos con Con A. Debido a
que en el ensayo anterior cuando eliminamos a las células Gr-1+ de la MO de ratones Control no
observamos diferencias entre el pre y post en la proliferacion de los linfocitos T, este ensayo de
purificacion de las células Gr-1+ s6lo se realiz6é con la MO de ratones IS. Como se observa en la Figura
5.1.1.4, las células Gr-1+ purificadas de ratones del grupo IS (Gr-1+) disminuyeron de manera
significativa la proliferaciéon de linfocitos T normales, de manera comparable a la inhibicion obtenida con
las células totales de médula 6sea (IS). Por otro lado, la fraccion de células NO Gr-1+, que eluyeron de
la columna de purificacion al no expresar el marcador Gr-1 (fraccion negativa), no inhibieron la
proliferacion de linfocitos T normales, evidenciandose una proliferacion de linfocitos T similar a la
observada con la médula ésea Control.

0.8
— # Figura 5.1.1.4: Las células Gr-1+ tienen funcion
e 0.6- —_ : ' supresora en médula ésea IS. Se purificaron células
c Gr-1+ de médula ésea utilizando un kit comercial de
E 0.4+ separacion de células Gr-1. Los ensayos de
o proliferacién T se realizaron en relaciones 1:1 de
G linfocitos T normales y células totales de médula ésea
0.2 (Control e IS), o fracciones purificadas de células Gr-
1+ y fraccién negativa NO Gr-1+ de homogenatos de
0.0 médula 6sea de animales IS. * vs. Control, # vs. NO

T I
Control IS Gr-1+ NO Gr-1 Gr-1+, p< 0,05 n=12.

En conjunto estos resultados demuestran de manera concluyente que las células Gr-1+ CD11b+
presentes en médula 6sea adquieren su capacidad supresora en la médula osea pero solo si
existe un contexto inmunosupresor.
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5.11.2- La inhibicion de la proliferacion de células T es mediada por 6xido
nitrico y por los intermediarios reactivos del oxigeno

Dado que el éxido nitrico (ON) ha sido reportado como uno de los principales mecanismos que
media la actividad inhibitoria de las Gr-1+ CD11b+, decidimos estudiar la produccién de este mediador
en los co-cultivos de proliferacion de linfocitos T y médula ésea total de ratones IS en presencia de Con
A. Como muestra la Figura 5.11.2.1 A, los niveles de ON en los sobrenadantes de cultivo se encuentran
elevados cuando la médula ésea proviene de ratones IS. Ademas, como se muestra en la Figura 5.11.2.1
B, cuando se realizé el bloqueo de la produccién de ON utilizando L-NAME, se encontré que la
proliferacion de células T fue restaurada a nivel parcial, poniendo de manifiesto que probablemente otro
mecanismo inhibitorio podria estar operando en la supresion de proliferacién de linfocitos T de los

ratones IS.
A B .
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25' | |
T T —
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Figura 5.11.2.1: La inhibicién de la proliferacion de linfocitos T en ratones IS es mediada parcialmente por ON. A) La
cantidad de ON fue determinada midiendo los nmoles de nitrito (NOz2) por el ensayo de Griess en sobrenadantes libres de
células de co-cultivos de proliferacion de linfocitos T para ambos grupos a las 72 h luego de la Con A. B) D.O. a 570 nm
determinada por el ensayo de MTT en co-cultivos de proliferacion de linfocitos T y células de médula dsea en presencia o
ausencia del inhibidor de la sintesis de ON, el L-NAME * vs. Control, p<0,05 n=12.

Para corroborar que el ON era producido por las mismas células Gr-1+ CD11b+, utilizamos una
marcacion de 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) intracitoplasmatica y determinamos por citometria
de flujo el porcentaje de células positivas para iINOS en los co-cultivos de proliferacién T. En la Figura

5.11.2.2 A observamos que tanto el porcentaje (%), como la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF)
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(Figura 5.11.2.2 B) de la iNOS dentro de la poblacion de células Gr-1+ CD11b+ es mayor en la médula
proveniente de animales IS. Efectivamente pudimos comprobar que la produccién de ON aumentada en
los sobrenadantes de cultivo de proliferacién de linfocitos T provenia de una mayor expresion de la iNOS
presente en las células Gr-1+ CD11b+ de animales IS.
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Figura 5.11.2.2: Las células Gr-1+ CD11b+ producen mayores niveles de ON en el grupo de animales IS. A) Porcentaje (%)
de células iNOS+ dentro de las células Gr-1+ CD11b+, determinado por citometria de flujo obtenido de co-cultivos de células de
médula 6sea con linfocitos de ganglio normal. B) Intensidad media de fluorescencia (IMF) de iINOS por célula Gr-1+ CD11b+
obtenidas de co-cultivos de células de médula ésea con linfocitos de ganglio normal. A la derecha se muestran los histogramas
correspondientes a la IMF de iNOS (FL-1) de los distintos grupos. * vs. Control, p< 0,05 n=8.

Como describimos anteriormente, la restauracion de la proliferacion de los linfocitos T al inhibir la
produccion de ON no fue completa, por lo tanto quisimos seguir estudiando qué otro mecanismo
inhibitorio perteneciente a las células Gr-1+ CD11b+ podria estar implicado. De este modo medimos la
produccion de Intermediarios Reactivos del Oxigeno (IROS) en los co-cultivos de proliferacion utilizando
la Dihidrorodamina (DHR), el cual aumenta su fluorescencia en presencia de IROS. Como muestra la
Figura 5.11.2.3 en el grupo de ratones IS se observé un mayor porcentaje de DHR dentro de las células
Gr-1+ CD11b+ y también una mayor IMF por células Gr-1+ CD11b+.
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Figura 5.11.2.3: Las células Gr-1+ CD11b+ producen mayores niveles de IROS en el grupo de animales IS. A) Porcentaje
de células DHR+ dentro de la poblacién celular Gr-1+ CD11b+ obtenidas a las 48 hs. de realizar co-cultivos de células de
médula dsea con linfocitos de ganglio normal estimuladas con Con A. B) IMF de la DHR dentro de la poblacién de células Gr-1+
CD11b+. A la derecha se muestra un histograma de la IMF para DHR (FL-1) de cada grupo. * vs. Control, p<0,05, n=8.

Con lo demostrado anteriormente, la liberacion de IROS es otro de los mecanismos que esta
actuando para inhibir la proliferacion de linfocitos T por parte de las células Gr-1+ CD11b+. Para
completar el estudio de este mecanismo, decidimos hacer nuevamente un ensayo de proliferacion T con
células de médula 6sea y linfocitos normales estimulados con Con A pero esta vez agregando al medio
de cultivo L-NAME, para inhibir la produccién de ON y/o Catalasa, un inhibidor de los IROS.
Efectivamente, como muestra la Figura 5.11.2.4, la presencia de los inhibidores en forma individual sélo
logré revertir parcialmente la inhibicion de la proliferacion de linfocitos T. Sin embargo, al inhibir ambos

mediadores simultdneamente logramos restablecer completamente la proliferacién de linfocitos T.
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Figura 5.11.2.4: La inhibicion de ON e IROS logro revertir la proliferacion de linfocitos T del grupo de ratones IS. Se
realizé6 un ensayo de proliferacién para los grupos Controles e IS y ademéas del estimulo de Con A se agregaron los
inhibidores de ON (L-Name) e IROS (Catalasa) al medio de cultivo al dia cero de proliferacion. * vs. Control, p<0,05, n=8.

5.1.3- Migracién de Gr-1+ CD11b+ supresoras de médula dsea a ganglios
linfaticos en un contexto inmunosupresor

Hasta ahora encontramos que la poblacion de células Gr-1+ CD11b+ poseen capacidad
supresora en médula ésea y que son también las que median la inhibicién de la proliferacion T en
ganglios linfaticos de ratones IS. Con estos datos, luego nos preguntamos si las mismas células Gr-1+
CD11b+ de médula 6sea serian capaces de migrar hacia los ganglios linfaticos a ejercer esa funcién

inhibitoria.

Para determinar este punto, realizamos experimentos de transferencia celular in vivo, marcando
células totales de médula 6sea de ratones Control e IS con Carboxy-fluorescein Diacetate Succinimidyl
Ester (CFSE), el cual es un colorante fluorescente que se puede incorporar al citoplasma celular y
permanecer alli largos periodos de tiempo, permitiendo visualizar dichas células durante un proceso de
migracion. De este modo, inyectamos las células marcadas a los ratones Control e IS realizando todas
las combinaciones posibles: células de médula ésea de ratones dadores Control e IS fueron
marcadas con CFSE e inyectadas a ratones receptores Control e IS como se explica detalladamente
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en la Figura 5.11.3.1. Luego de 3 horas de inyectadas las células a los ratones correspondientes,
obtuvimos las médulas 6seas de los ratones receptores, las contamos y las marcamos con anticuerpos
anti-Gr-1 y CD11b. El porcentaje de células Gr-1+ CD11b+ CFSE+ presentes en médula 6sea se midié
por citometria de flujo y se determiné su nimero absoluto. Como se muestra en la Figura 5.11.3.1 A,
observamos que las células de médula ésea ya sea de los grupos Control e IS al inyectarlas en ratones
receptores Control, migran hacia la médula ésea de los mismos, probablemente debido a la ausencia
de senales (quimioquinas) que estimulen la migraciéon hacia otro érgano en particular. En cambio,
cuando las células de grupos Control o IS fueron inyectadas en ratones receptores IS, s6lo se encontré
un bajo numero de células Gr-1+ CD11b+ CFSE+ en la médula ésea, probablemente debido a que en
el contexto inmunosupresor existan sefiales especificas que las estimulen a migrar hacia otros 6rganos

como por ejemplo ganglios linfaticos.

Cuando observamos los ganglios linfaticos de ratones IS receptores (Figura 5.11.3.1 B)
registramos un aumento de las células Gr-1+ CD11b+ CFSE+ provenientes de ratones dadores IS que
migraron hacia los mismos. Sin embargo, en los ganglios receptores de animales Control se observo
un bajo numero de células marcadas ya sea que las células provinieran de ratones Control o IS,
probablemente porque como explicamos anteriormente, en ausencia de sefales de migracion hacia un
organo especifico, las células migran a su lugar de origen natural, la médula 6sea. Por otra parte,
cuando las células dadoras provenian de un raton Control y fueron inoculadas en un contexto (raton)
IS, no se observd migracién hacia ganglio pero tampoco hacia médula 6sea. Probablemente, en el
contexto IS el “homing” a médula ésea esté desfavorecido, pero la célula Control tampoco posea los
receptores adecuados para responder a la llamada del ganglio linfatico y quede retenida en circulacién.
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Figura 5.11.3.1: Las células Gr-1+ CD11b+
CFSE+ de médula 6sea de ratones dadores
IS, migran hacia ganglios linfaticos de
ratones IS de ratones aceptores. Células de
médula 6sea de ratones Control e IS fueron
marcadas con CFSE e inoculadas de forma
e.v. a ratones Control o IS. 3 horas después,
las células de médula ésea y ganglio fueron
obtenidas de los ratones receptores y el % de
células Gr-1+ CD11b+ CFSE+ fue
determinado por citometria de flujo y el nUmero
absoluto calculado. A) El grafico representa las
células Gr-1+ CD11b+ CFSE+ recolectadas de
medula 6sea de ratones Controles o IS
receptores que recibieron células de médulas
6sea de ratones Controles o IS dadores. B) El
grafico representa las células Gr-1+ CD11b+
CFSE+ recolectadas de ganglios linfaticos de
ratones Controles o IS receptores que
recibieron células de médulas 6sea de ratones
Controles o IS dadores. * p< 0,05, n=12

Con los resultados que obtuvimos anteriormente, decidimos estudiar si existia algun mediador

soluble presente en medios condicionados (MC) de ganglios de ratones IS que permitiera la migracion

de las células Gr-1+ CD11b+ CFSE+ desde médula 6sea hacia los mismos. Para ello, disehamos un

experimento utilizando MC de ganglios linfaticos de ratones Control o IS colocandolo en la camara baja
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de un sistema transwell, y en la camara superior fueron colocadas células de médula 6sea de ratones
Controles e IS. Las células se incubaron por 3 horas para permitir su migracion, luego se recogieron las
células de la camara inferior, se contaron y se marcaron con anticuerpos anti-Gr-1 y CD11b. El
porcentaje de células Gr-1+ CD11b+ se midi6 por citometria de flujo y se determin6 el nimero absoluto
de las mismas. Encontramos un mayor porcentaje y nimero absoluto de células Gr-1+ CD11b+ de
médula ésea que migré hacia la camara baja del transwell solamente en presencia de MC de ganglios
linfaticos de ratones IS y cuando las células provenian de ratones IS (Figura 5.11.3.2).

f ! Figura 5.11.3.2: El medio condicionado

2.0x10% - ' l de ganglio de ratones IS posee

% capacidad para atraer células Gr-1+

: ' CD11b+ de MO solo de ratones IS. El
1.5x10% A .

grafico muestra el nimero de células Gr-

1+ CD11b+ que se obtuvieron al

4 L .
1.0<10 recolectar la fraccion de la céamara
inferior del transwell, es decir aquellas

Slulas d edula 6 i
5.0x103 - células de médula ésea que migraron

Numero de células
migradas Gr-1+ CD11b+

provenientes de ratones Controles o IS
al estar atraidas por medios

dicionad MC) d l
Control IS Control IS condicionados  (MC) de  ganglios

L L I Controles o IS colocados en la camara

MC de ganglios MC de ganglios inferior. * p< 0,05,n=12.
linfaticos Control linfaticos IS

A continuaciéon decidimos seguir estudiando si las células Gr-1+ CD11b+ expresaban algun
receptor de "homing™ a ganglios linfaticos que pudiera estar involucrado en la sefalizacién desde médula
Osea. En este sentido, encontramos en bibliografia que el receptor CCR7 se expresa en leucocitos y
células cancerosas controlando la migracién de las mismas a 6rganos linfoides como los ganglios
linfaticos y se une a dos tipos de quimioquinas con motivo C-C, como CCL19 y CCL21 [96]. Por lo tanto
tomamos células totales de médula 6sea de ratones Controles e IS y las marcamos con anticuerpo anti-
CCRY7 para determinar su presencia y expresion por citometria de flujo. Como muestra la Figura 5.11.3.3
observamos que existe un mayor nimero de células Gr-1+ CD11b+ que expresan CCR7 en la médula
Osea de ratones IS respecto a los Controles y que existe una mayor expresion de CCR7 por célula Gr-
1+ CD11b+ en los ratones IS. Este resultado demuestra que ademas de existir quimioquinas solubles en
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los MC de ganglios IS, las células Gr-1+ CD11b+ de medula 6sea IS también estdn expresando
receptores para migrar hacia ganglio, poniendo en evidencia que el ambiente supresor es el que induce
dicho fenémeno.

A B
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* isotipo
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f ‘,\""\\ i
!
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Figura 5.11.3.3: En el contexto supresor de los ratones IS hay mayor nimero de células Gr-1+ CD11b+ que expresan
CCR7 y mayor expresion de CCR7 por célula Gr-1+. A) NUumero de células Gr-1+ CD11b+ que expresan CCR7. Se
obtuvieron células de médula 6sea de ratones de ambos grupos y se marcaron con anticuerpos anti-Gr-1, CD11b y CCR7. B)
Intensidad media de Fluorescencia (IMF) del marcador CCR7 de las células Gr-1+CD11b+. A la derecha se muestra un
histograma representativo de cada grupo. * vs. Control, p< 0,05 n=12

En conjunto, todos estos resultados indican que la capacidad de migrar de las células Gr-1+
CD11b+ desde médula osea a los ganglios podria estar mediada por quimioquinas que liberen los
ganglios linfaticos en un contexto supresor y la expresion de receptores especificos para dichas
quimioquinas en las células de médula dsea.

5.1.4- Diferentes subpoblaciones de células Gr-1+ CD11b+ en médula 6sea

Como describimos en la Introduccion, esta ampliamente documentado que la poblacion de células
Gr-1+ CD11b+ presenta dos subpoblaciones que expresan distinta intensidad del marcador Gr-1: Gr-1
high, de linaje granulocitico y Gr-1 low de linaje monocitico [75, 97]. Ambas subpoblaciones participan en
procesos inhibitorios de linfocitos T mediante dos mecanismos diferentes: Gr-1 high: liberan IROS y las

Gr-1 low: ON. Por ello, y con la evidencia de que encontramos un aumento de ON e IROS en médula
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Osea total de ratones IS respecto a los Controles, decidimos estudiar en ensayos de proliferacion T, si
ambas subpoblaciones poseian potencial supresor.

Primero determinamos la abundancia de cada subpoblacién en la médula 6sea de los grupos
Control e IS. Observamos que el numero de células Gr-1high CD11b+ es mayor respecto a la Gr-1 low
CD11b+, lo cual es l6gico dado que las Gr-1 high incluyen a toda la poblacién de neutréfilos maduros, de
gran abundancia en la médula 6sea de los ratones. Sin embargo, no encontramos diferencias entre los
grupos Control e IS para ambas poblaciones, resultado similar al encontrado para la poblacion total Gr-
1+ CD11b+.

*
1.8x10°¢ : '
o T ' '
5 _a'. 1.5x106 T
or
g E 1.2;106 - Figura 5.11.4.1: Subpoblaciones Gr-1 high y
c O low CD11b+ en médula dsea. Se tomaron
O 4 9.0x105 | homogenatos de médula 6sea de ratones
Q E 5 Controles e IS y se observé por citometria de
§ (0] 6.0x10° - fluo el % y luego se calculé el numero
= 3.05105 - — absoluto de las poblaciones Gr-1 high y low
,——-——l CD11b+ de acuerdo al recuento absoluto de
0 T T T T células de médula 6sea total.* vs. Control, p<
Control IS Control IS 0,05 n=10

Gr-1 high CD11b+ Gr-1low CD11b+

Para determinar la relevancia de estas subpoblaciones en la inhibicién de la proliferacién de los
linfocitos T realizamos una purificacion con columnas magnéticas para separar células Gr-1 high y Gr-1
low de homogenatos de médula ésea total. Luego, medimos la proliferaciéon de linfocitos T en co-cultivos
de células purificadas Gr-1 high y Gr-1 low de médula 6sea de ratones Control e IS con linfocitos de
ganglios normales. Al observar la Figura 5.11.4.2 podemos ver que tanto las Gr-1 high como las Gr-1 low
de ratones IS son capaces de inhibir la proliferacién de los linfocitos T estimulados con Con A respecto
de los Control, poniendo de manifiesto que ambas supoblaciones celulares colaboran en dicho proceso

supresor.
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Figura 5.1.4.2: Ambas subpoblaciones de
células Gr-1 de médula é6sea IS inhiben la
proliferacion de linfocitos T. Se realizé un
ensayo de proliferacion de linfocitos T
utilizando Con A y revelando con MTT. Se co-
cultivaron linfocitos T de ganglios controles y
high o Gr-1
(relacion 1:1) de médula ésea de ratones IS.

células Gr-1 low purificadas
Se revel6 utilizando MTT y se midi6 la D.O. a
570 nm, como medida de proliferacion celular. *
vs. Control, p< 0,05 n=12.

Una vez que comprobamos que ambos subtipos celulares tienen capacidad supresora para inhibir

la proliferacion de los linfocitos T en cultivos de proliferacion ex vivo, quisimos estudiar si tendrian la

potencialidad de migrar a ganglios linfaticos midiendo la expresiéon del marcador CCR7 en las células

Gr-1 high CD11b+ y Gr-1 low CD11b+ de médula ésea en ambos grupos de ratones.

Numero de células
CCR7+Gr-1+CD11b+
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Figura 5.1.4.3: Las células Gr-1 high
CD11b+ y Gr-1 low CD11b+ de los
ratones IS tienen mayor expresion del
receptor CCR7 confiriéndole potencial
para migrar a ganglios linfaticos IS. Se
obtuvieron las células de médula 6sea y se
marcaron con los anticuerpos anti-Gr-1,
CD11b y CCR7. El porcentaje de células
positivas para CCR7 dentro de las
subpolaciones Gr-1 high y low CD11b+ fue
determinado por citometria de flujo y su
numero absoluto calculado de acuerdo al
recuento absoluto de células de médula
Osea total * vs. Control, p< 0,05 n=10.
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CONCLUSION PARCIAL

* En un estado de inmunosupresion se producen senales de homing a ganglios linfaticos. Las células Gr-
1+ CD11b+ con potencial supresor ya en médula 6sea de ratones IS, expresan receptores especificos
(CCR7) que responden a esas sefales y migran hacia ganglios linfaticos IS para ejercer la inhibicion de

linfocitos T.

* Por otro lado, las células Gr-1+ CD11b+ de los animales IS poseen los mecanismos inhibitorios
latentes y estos se activan en respuesta a sefales aportadas por el linfocito proliferante, necesitando el

contacto o la cercania linfocito-Gr-1+ CD11b+ supresora.
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Capitulo IIl: Utilizacién del Acido All-trans Retinoico (ATRA) como
estrategia de reversion de la inmunosupresion en el modelo
murino por inoculacion cronica de LPS

Dados los multiples trastornos sobre la respuesta inmune reportados en condiciones de deficiencia
de vitamina A, y considerando los antecedentes que demuestran una disminucion de los niveles séricos
y aumento en la excrecién de esta vitamina en los pacientes con sepsis, nos planteamos como hipétesis
que el aporte exdgeno del derivado activo de la vitamina A, el ATRA, podria ser beneficioso para revertir
parcial o totalmente la inmunosupresién asociada a etapas tardias de la sepsis. Otro aspecto importante
del ATRA es su capacidad de llevar a estadios maduros a precursores mieloides, y dada la importancia
demostrada en los capitulos anteriores de los precursores mieloides Gr-1+ CD11b+ supresores en la
inhibicion de la proliferacién T en nuestro modelo, el uso del ATRA podria también impactar sobre esta
poblacién y anular/modular su funcién.

5.1ll.1- Esquema de administracion de ATRA

Utilizando el modelo murino de inmunosupresién inducida por LPS, por inoculaciones diarias de
LPS i.p, administramos paralelamente dosis orales de ATRA disuelto en vaselina (vehiculo) segun el
siguiente esquema:

Fin de semana Fin de semana
Sin tratamiento Sin tratamiento
Dede 1 2 3 5@5 7 8 910{}11 12 13 14 15
tratamiento
I | I I I | I I | I I I | | |
Dosis de LPS
5 5 10 10 20 50 100 100 100 100 100 100 100 100

pg/raton/dia

Dosis de ATRA oral 00
pg/ratén/dia

S
o

Procesamiento

Esquema 5.1Il.1: Protocolo de generacion de la inmunosupresion y administracion paralela de ATRA. El siguiente
esquema describe los dias y concentraciones de LPS inoculados i.p. a los ratones, al igual que se indica el tratamiento paralelo
con ATRA via oral. La linea punteada indica ausencia de tratamiento durante el fin de semana.
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De esta forma obtuvimos los siguientes grupos de ratones experimentales:

Control: solucion fisioldgica i.p. + vaselina oral.

IS: dosis crecientes de LPS i.p. +vaselina oral.
IS+ATRA: dosis crecientes de LPS i.p. +ATRA oral.
ATRA: solucidn fisiologica i.p. + ATRA oral

5.l1l1.2- Estudios del ATRA como droga inmunomoduladora en ganglios
linfaticos

Dado que los ganglios linfaticos son el sitio en el que se inicia la respuesta inmune, decidimos
comenzar nuestros estudios determinando los efectos del ATRA sobre las poblaciones presentes en
este 6rgano. Para tener una muestra representativa de los diferentes ganglios, extrajimos y juntamos las

células obtenidas de los ganglios inguinales y axilares.

5.1l.2.1- Ensayo de proliferacion de linfocitos T

Comenzamos realizando ensayos de proliferacion de linfocitos T, utilizando el mitégeno T Con A,
al igual que lo hicimos anteriormente, en homogenatos de ganglios linfaticos totales teniendo en cuenta
que contamos el mismo numero de linfocitos totales en todos los grupos (Control e IS) para evitar
potenciales diferencias en el numero de linfocitos colocados al inicio del cultivo que puedan conducir a
un resultado sesgado. Después de 72 horas, y como mostramos en el Capitulo I, se encontré una
disminucién estadisticamente significativa en la proliferacion de células T para el grupo IS (Figura
5.111.2.1 A), y el tratamiento concomitante con dosis diarias orales de ATRA (grupo IS+ATRA) restauré la
disminucién de proliferaciéon de los linfocitos T. La respuesta observada en un grupo de ratones que
recibieron solamente ATRA fue similar a la observada en ratones del grupo Control. En la Figura 5.111.2.1
B se muestran las fotos correspondientes a los pocillos con linfocitos T proliferando y se observan
“focos de proliferacion”. Como se puede observar, el grupo IS posee muchos menos focos y mas
pequenos, mientras que con el tratamiento paralelo con ATRA se revierte esta situacion.
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Figura 5.111.2.1: La administracion de ATRA a los animales IS logré restablecer la disminucion de la proliferacion T. A)
Se utilizaron homogenatos de ganglios y se estimulé con Con A. Luego de 72 hs. se coloc6 MTT y luego de 4 hs. se midié la
densidad optica (D.0.) a 570 nm. B) Se muestran fotos de los pocillos donde se observa los focos de proliferacién de los

linfocitos T. * vs Control, # vs IS p<0.05, n=48

5.11l.2.2- Modulacion de las células Gr-1+ CD11b+ por el ATRA

Como lo demostramos anteriormente, las células Gr-1+ CD11b+ supresoras son una poblacién
que se encuentra aumentada en la médula ésea y los ganglios de ratones IS, por lo tanto decidimos ver

si el tratamiento con el ATRA podria modular este aumento.

Comenzamos estudiando el numero total de células Gr-1+ CD11b+ presentes en ganglios
linfaticos y observamos que éste numero se incrementd considerablemente en el grupo IS (Figura
5.111.2.2.1 A). El tratamiento con ATRA no modificd el nimero de Gr-1+ CD11b+ en comparacion con los
ratones |S. Cuando estudiamos a la subpoblaciones Gr-1 high y Gr-1 low, observamos que ambas se
encontraban incrementadas en los ganglios de ratones IS (porcentaje y numero absoluto) y el
tratamiento concomitante con ATRA no disminuy6 ninguna de estas subpoblaciones (Figura 5.111.2.2.1 B,
CyD).
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Figura 5.111.2.2.1: Los grupos de animales IS mostraron un aumento significativo del nimero de células Gr-1+ CD11b+
totales, con aporte parcial de la poblacion Gr-1 high CD11b+ y Gr-1 low CD11b+ y el tratamiento con ATRA (grupo
IS+ATRA) no disminuyd ninguna de estas poblaciones. Homogenatos de células totales de ganglio se contaron con camara
de Neubauer y luego se realizd una marcacién con los anticuerpos correspondientes. A) Numero de células totales Gr-1+
CD11b+. B) Numero absoluto de células Gr-1 low CD11b+. C) NUmero de células Gr-1 high CD11b+. D) Dot-plots
representativos de las células obtenidas de ganglio de cada grupo mostrando solamente las poblaciones Gr-1 high y Gr-1 low
CD11b+.* vs Control, # vs IS p<0.05 n=48.
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5.111.2.3- Medicion de mediadores solubles inhibitorios de las células Gr-1+ CD11b+
supresoras: Oxido Nitrico y Arginasa-1

A pesar de que el numero absoluto total de las células Gr-1+ CD11b+ se mantuvo sin cambios con
el tratamiento con ATRA en ratones IS, hasta ese momento no comprendiamos que mecanismo
mediaba el restablecimiento de la proliferacion de linfocitos T. Por lo tanto, investigamos si la inhibicién y
el restablecimiento de los niveles de proliferacion de linfocitos T en el grupo IS y en el IS+ATRA,
respectivamente, podria estar asociado con diferencias en la actividad de las células Gr-1+ CD11b+

supresoras en el cultivo.

Como nombramos en la introduccion, uno de los mecanismos asociados a esta inhibicion esta
mediado por dos enzimas que utilizan Arginina como sustrato: la forma inducible de éxido nitrico
sintetasa (iNOS) y la Arginasa-1 [98]. Por lo tanto decidimos estudiar los mediadores supresores de las
células Gr-1+ CD11b+ incluyendo al 6xido nitrico (ON) y a la actividad de Arginasa-1. EI ON fue
determinado en el medio de cultivo libre de células y la actividad de Arginasa-1 en lisados celulares a las
72 hs desde el inicio del ensayo. Cuando se evalué la concentracion de ON (Figura 5.111.2.3 A) y la
actividad de Arginasa-1 (Figura 5.111.2.3 B), ambas se encontraron aumentadas en ratones IS. En
concordancia con el restablecimiento de la proliferacion de células T, la administracién de ATRA redujo

ambos mediadores supresores en el cultivo.

A B
8- 41
* TC'D: *
s '] N
2 c
T 4 2 2
T # © #
= o #
< # 1 g
21 5" T il
I )
0 0
Control IS IS+ATRA ATRA Control IS IS+ATRA ATRA

Figura 5.111.2.3: El tratamiento con ATRA logroé restablecer los valores aumentados de ON y Arginasa-1 en los ratones
IS. Sobrenadantes de cultivos de proliferacion de células T fueron utilizados para medir la concentracion de nitrito liberado en
cultivos utilizando la técnica de Griess. La actividad de la Arginasa-1 se midié recolectando las células de la proliferacién T y
utilizando una técnica colorimétrica. A) nm/ml de ON de los ratones de todos los grupos. B) Arginasa-1 (en Unidades). * vs
Control, # vs IS p<0.05 n=48
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5.1l.2.4- Modulacién de la mortalidad de las células Gr-1+ CD11b+ supresoras

Como no se encontraron diferencias entre los grupos IS e IS+ATRA en el nUmero absoluto total de
Gr-1+ CD11b+ (teniendo en cuenta que estas cifras incluyen tanto las células muertas como las vivas) y
para explicar la ausencia de actividad de Gr-1+ CD11b+ supresoras encontrada en los ratones IS
tratados con ATRA (Figura 5.111.2.4), decidimos estudiar los efectos del ATRA en la modulacion de la
supervivencia de las Gr-1+ CD11b+ supresoras. Utilizamos los anticuerpos anti Anexina V (AnV), Gr-1y
CD11b para determinar el porcentaje de Gr-1+ CD11b+ supresoras apoptéticas. Como se representa en
la Figura 5.111.2.4 A el numero absoluto de células Gr-1+ CD11b+ AnV+ aumento significativamente sélo
para el grupo IS+ATRA. Complementariamente, al analizar las células Gr-1+ CD11b+ AnV- (células
vivas) encontramos esta poblacion disminuida significativamente en el grupo IS+ATRA, mientras que los
ratones IS mostraban un mayor numero de Gr-1+ CD11b+ supresoras vivas (Figura 5.111.2.4 B). En
resumen, la disminucién de las células Gr-1+ CD11b+ supresoras vivas en el grupo IS+ATRA revelé un
mecanismo que puede explicar el restablecimiento de la proliferacion de células T y las cantidades
disminuidas de ON y Arginasa-1 observadas en ratones IS+ATRA.
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Figura 5.11.2.4: El tratamiento con ATRA a los ratones IS
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5.111.2.5- Modulacion de poblaciones linfoides por el tratamiento con ATRA

Trabajos previos han demostrado que en pacientes sépticos, y en especial aquellos
inmunosuprimidos, se observa una dramatica diminucién de linfocitos [99]. Este hecho contribuye
también al aumento en la susceptibilidad de los pacientes a contraer infecciones oportunistas y la falla
de la respuesta inmune. Por ello decidimos explorar como se ven afectadas las distintas poblaciones de
linfocitos (T CD4+, T CD8+ y B CD19+) en ganglios linfaticos de los animales IS y determinar la
influencia del ATRA sobre estas poblaciones.

Una primera aproximacion se realizé contando linfocitos totales mediante microscopia éptica. Como
se muestra en la Figura 5.111.2.5.1 el nimero total de linfocitos se encontrd disminuido en los ratones IS,
siendo el tratamiento con ATRA efectivo para restablecer estos niveles, alcanzand

o0 incluso valores superiores a los encontrados en los ratones Control. A continuacién caracterizamos la
presencia de linfocitos T (CD4+ y CD8+) y de linfocitos B (CD19+) dentro de ganglios linfaticos mediante
citometria de flujo (Figura 5.111.2.5.1 B). Se observd una disminucién en el nimero absoluto de todas las
poblaciones linfocitarias presentes en los ganglios de ratones IS. Sin embargo, el tratamiento con ATRA
aumentd el nimero de estas poblaciones alcanzando valores para los linfocitos T incluso méas altos que
los observados en ratones del grupo Control. El tratamiento con ATRA solo indujo un aumento importante

de la poblacién CD4+ respecto del control.
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Figura 5.111.2.5.1: La poblacion de linfocitos T (CD4+, CD8+) y B (CD19+) fue restablecida por el ATRA en los
ratones IS. A) Linfocitos totales en ganglios linfaticos. B) Linfocitos T CD4+, T CD8+ y B CD19+.* vs Control, # vs IS
p<0.05 n=32

A continuacion y debido a lo observado anteriormente con las poblaciones leucocitarias en
ganglios linfaticos, quisimos observar que estaba sucediendo con los linfocitos T en el Timo de los
ratones de cada grupo. Como se muestra en la figura 5.111.2.5.2 observamos disminuciones en las
poblaciones doble positiva CD4 CD8 (poblacion inmadura) y simples positivas CD4 y CD8 (poblaciones
maduras) en los ratones IS. En el grupo de ratones IS+ATRA se encontré un restablecimiento de la
poblacién de linfocitos dobles positivos. Sin embargo, esto no ocurrié para las poblaciones CD4 y CD8
simple positivas. Este hecho, sumado al importante aumento de las poblaciones CD4 y CD8 en el
ganglio de los ratones IS+ATRA, podria estar indicando que en paralelo al aumento del nimero de
linfocitos en el timo mediado por el ATRA, también se induciria una mayor maduracién de los mismos y

salida del timo a ganglios linfaticos para restablecer el nimero disminuido en los ratones IS.
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Figura 5.111.2.5.2: El tratamiento con ATRA a los ratones IS aumenté el nimero de linfocitos doble positivos en el timo,
pero no los linfocitos simple positivos CD4+ y CD8+. Se obtuvieron homogenatos de timo de cada grupo de ratones y se
marcaron las células con anticuerpos anti CD4 y CD8, luego se analizaron las poblaciones por citometria de flujo. * vs Control, #
vs IS p<0.05 n=10.

5.1l.2.6- Histologia de ganglios linfaticos

A continuacién quisimos observar si el tratamiento con ATRA a los ratones IS modulaba la
histoarquitectura de los ganglios IS. Para ello, se tomaron biopsias de los ganglios inguinales y axilares
para luego ser analizadas en el servicio de Histo-Patologia de la Academia Nacional de Medicina. La
Figura 5.111.2.6 muestra los ganglios de los diferentes grupos tratados. Los ganglios Controles (Figura
5.111.2.6 A) presentaron una histologia normal, pero en los ganglios de ratones IS (Figura 5.111.2.6 B) se
observd una deplecion de los folifculos corticales, ausencia de centros germinativos y aumento relativo
del espacio interfolicular. Los ganglios de ratones IS tratados con ATRA (Figura 5.111.2.6 C) evidenciaron
una recuperacion parcial de los componentes de la corteza (foliculos primarios y secundarios con centro
germinal) y cordones interfoliculares. Finalmente los ganglios tratados con ATRA solo presentaron una
histologia normal sin alteracion por el uso de la droga (Figura 5.111.2.6 D). No se observaron diferencias

entre los ganglios inguinales y axilares dentro de cada grupo.

72



Resultados | 2014

A) Control

C) IS+ATRA D) ATRA

Figura 5.111.2.6: El tratamiento con el ATRA en los ratones inmunosuprimidos mostré una recuperacion parcial de la
histologia de los ganglio linfaticos. Histologias de ganglios tefiidos con hematoxilina y eosina, aumento 250X. A) Ratones
Control con histologia normal. B) Ratones IS con modificaciones en los foliculos de la corteza y centro germinal; se muestra una
desorganizacion histoldgica evidente. C) Ratones IS tratados con ATRA muestra una recuperacion del tejido ganglionar, con
una organizacion cortical y principio de formacién de foliculos primarios. D) Ratones tratados con ATRA solo, no presentaron

modificaciones histoldgicas respecto al grupo Control.
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CONCLUSION PARCIAL

* A nivel de ganglios linfaticos el tratamiento con ATRA al grupo de ratones IS permitio:

- Restablecer la proliferacion de linfocitos T que se encontraba disminuida en los ratones IS.

- Disminuir del numero de células Gr-1+ CD11b+ supresoras vivas en los ratones tratados con ATRA en

comparacion con los IS.

- Como consecuencia de lo anterior, reducir la cantidad de mediadores inhibitorios de las Gr-1+ CD11b+
supresoras: menores niveles de ON y actividad de Arginasa-1 en los cultivos de proliferacion de
linfocitos T.

- In vivo, restablecer del numero de linfocitos T (CD4+ y CD8+) y linfocitos B (CD19+)

- Restablecer parcialmente la histo-arquitectura del érgano.

5.1I.3- Utilizaciéon del ATRA como droga inmunomoduladora en bazo de
ratones IS

Como vimos anteriormente el tratamiento con ATRA a los ratones IS fue capaz de revertir ciertos
parametros inmunoldgicos alterados en los ganglios linfaticos. Por lo tanto, a partir de esos resultados,
decidimos ampliar el estudio a otro 6rgano linfoide, como es el bazo. El bazo es el 6rgano linfatico
utilizado por excelencia para estudiar respuestas sistémicas y como lugar de presentacion antigénica
ademas del ganglio.

5.1l.3.1- Proliferacion de linfocitos T y células Gr-1+ CD11b+ supresoras

Comenzamos este estudio, como lo hicimos en ganglios linfaticos, realizando un ensayo de
proliferacion de linfocitos T de bazo, para ver en un principio su estado funcional frente a un estimulo T

especifico como es la Con A. Como se muestra en la Figura 5.111.3.1A, la proliferacién T se encontr6
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reducida significativamente en el bazo de los ratones IS en comparacion con los ratones Controles. Mas
aun, esta inhibicién también fue dependiente de las células Gr-1+ CD11b+ supresoras (como vimos en
médula 6sea y ganglios linfaticos anteriormente), dado que cuando eliminamos a la poblacién Gr-1 con
un anticuerpo especifico y perlas magnéticas anti-Gr-1, se logré la reversion de la inhibicién de la
proliferacion llegando a niveles similares al observado en los Controles (Figura 5.111.3.1 A). Sin embargo,
el tratamiento con ATRA no logré revertir la proliferacion disminuida en los ratones IS. Esto fue
relacionado con la presencia de un mayor numero de Gr-1+ CD11b+ tanto para el grupo IS e IS+ATRA
(Figura 5.111.3.1B).

Por otro lado, como observamos en ganglio linfatico, es posible que un aumento de las Gr-1+
CD11b+ pueda en realidad no implicar que estas células estén activas o vivas. Por ello medimos la
apoptosis dentro de la poblacién Gr-1+ CD11b+ de bazo utilizando Anexina V (AnV). Encontramos una
disminucion en el porcentaje de apoptosis (Figura 5.111.3.1 C), y reciprocamente un mayor numero de Gr-
1 CD11b+ vivas (Gr-1+ CD11b+ AnV-) en los ratones IS (Figuras 5.111.3.1 D). La administracion oral de
ATRA a los ratones IS no tuvo ningun efecto sobre estos parametros.
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Figura 5.111.3.1: La proliferacion de linfocitos T se encuentra disminuida en el grupo IS y esta relacionado con un
aumento en el nimero de células Gr-1+ CD11b+ vivas en el bazo de ratones IS. EI ATRA oral en los ratones IS no
modifico estos parametros. A) Se realizaron cultivos de proliferacion de linfocitos T de bazo con Con A de todos los grupos
experimentales. También se agreg6 un grupo donde al homogenato de bazo de ratones IS se eliminaron las células Gr-1 con
perlas magnéticas anti-Gr-1. Luego de 72 hs, se revel6 con MTT y se midi6 la D.O. a 570 nm. En homogenatos de bazo se
determin6 el nimero absoluto de células Gr-1+CD11b+ totales (A), el porcentaje de células Gr-1+ CD11b+ AnV+ (C) y el
ndmero absoluto de células Gr-1+ CD11b+ vivas (AnV-) (D).* vs Control, # vs IS p<0.05 n=48.

5..3.2- Estudio de la modulacion por ATRA en el bazo utilizando la via de
administracion intraperitoneal (i.p.)

Nuestros resultados demostraron que la administracion oral de ATRA no causé ningun efecto en el
bazo respecto al grupo IS, a diferencia de lo observado utilizando ganglios linfaticos. Esto estaria
indicando que para observar efectos del ATRA en bazo, probablemente sea necesaria la utilizacién de
una nueva via de administracion. A continuacién decidimos estudiar los efectos sistémicos de ATRA
inoculandolo de forma intraperitoneal (i.p.), por 4 dias consecutivos como esta reportado en trabajos
anteriores [100]. Para evitar cualquier posible interaccion entre el ATRA y el LPS, en este conjunto de
experimentos el LPS fue administrado de forma endovenosa (e.v.) durante los 4 dias en paralelo con el
ATRA i.p. y al dia 5 se sacrificaron los animales. Datos de nuestro laboratorio y de la bibliografia indican
que la administracion de LPS i.p. 0 e.v. genera el mismo grado de inmunosupresion [101, 102].
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Esquema 5.111.3.2.1: Inoculacion de LPS en dosis crecientes

1 2 3 4
Dia [ [ [ [ e.v. y en simultaneo dosis i.p. de ATRA durante 4 dias. Al dia 5
Dosis de LPSe.v. I ! I I se sacrificaron los ratones y se procedid a realizar los
(pg/dia/raton) 15 =2 2 L] experimentos.

ATRA i.p. 500 pg/dia/ratén

A continuacién estudiamos los efectos de la administraciéon i.p. del ATRA en los pardmetros
esplénicos. Comenzamos, como lo realizamos anteriormente, con la proliferacién de células T de bazo
estimuladas con Con A. Al igual que cuando el LPS se administra de forma i.p., observamos una
reduccion en los niveles de proliferacion T en los ratones IS. En este esquema el tratamiento con ATRA
i.p. si revirti6 casi completamente la inhibicion de la proliferacién de células T. Por otro lado, esto se
asocidé a una disminucion significativa de las células Gr-1+ CD11b+ en los bazos de los ratones tratados
con ATRA al compararlo con el aumento de las mismas en los ratones IS. De esta forma, quedo6 en
evidencia que para observar los efectos del ATRA segun el érgano inmunoldgico, es necesario tener en
cuenta la via de inoculacion. En este sentido, el ATRA estaria llegando mas eficientemente al bazo por
medio de la administracion i.p.
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Figura 5.111.3.2.2: La administracion de ATRA i.p. restablece la proliferacion de linfocitos T disminuida en los ratones IS,
disminuyendo el numero de Gr-1+ CD11b+. A) Diferentes grupos experimentales en los que se utilizé la via intraperitoneal
para la administracién de ATRA. A) D.O. de proliferacion de células T estimuladas con Con A. B) Nimero absoluto de Gr-1+
CD11b+. * p <0,05 frente a control; # p <0,05 vs IS. n=12.
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5.111.3.3- Estudio histoldgico de los bazos de cada grupo

La figura 5.111.3.3 muestra la histologia de bazo de ratones de los grupos experimentales
estudiados. En los bazos de los ratones Control las vainas periarteriolares linfoides (PALS) de la pulpa
blanca, foliculos y zonas marginales fueron normales. En la pulpa roja cordones esplénicos y los senos
venosos se observaron normales (Figura 5.111.3.3 A). Las estructuras de pulpa blanca en ratones IS se
observaron mas pequefias y con una forma irregular; esta reduccion fue principalmente debido a la
deplecion de las poblaciones de linfocitos en los PALS exteriores, el foliculo y la zona marginal. La pulpa
roja se mostré relativamente amplia debido a la disminucion de todos los componentes celulares de
pulpa blanca (Figura 5.111.3.3 B). Los bazos de animales IS tratados con ATRA mostraron una histologia
parcialmente normal y un restablecimiento irregular (Figura 5.111.3.3 C). Las estructuras de pulpa blanca
restauraron su tamano y forma de manera irregular; algunos de los animales mostraron poblaciones de
células completas y normales, mientras que otros mostraron una poblacién de células incompletas que
no tienen la zona marginal. La pulpa roja fue restaurada y la relacién pulpa blanca/roja fue parcialmente
restablecida. Los bazos de los animales con ATRA solo, fueron similares a los del grupo de Control.
Estos resultados indican, al igual que en el ganglio, que la histo-arquitectura del bazo se pierde en el
estado de inmunosupresion y el ATRA es capaz de restablecer parcialmente la estructura normal del

organo.
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A) Control B) IS

Figura 5.111.3.3: El tratamiento con el ATRA i.p. en los ratones inmunosuprimidos mostré una recuperacion parcial de la
histologia de los bazos. Histologias de bazos, tefiidos con hematoxilina y eosina, aumento 250X. A) Ratones Control, las
vainas periarteriolares linfoides (PALS) de la pulpa blanca, foliculos y zonas marginales fueron normales. B) Ratones IS, la
pulpa blanca en ratones IS se observo mas pequefia debido a la deplecion de las poblaciones de linfocitos en los PALS
exteriores, el foliculo y la zona marginal. La pulpa roja se mostré amplia debido a la disminucién de pulpa blanca C) Ratones IS
tratados con ATRA mostraron histologia parcial y un restablecimiento irregular. D) Ratones tratados con ATRA solo,

presentaron histologia normal similar al grupo control.
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CONCLUSION PARCIAL

* Existe un efecto diferencial del tratamiento con ATRA entre ganglio y bazo frente a los mismos

parametros inmunoldgicos y a la misma via de administracion oral del ATRA.

* Los resultados indicaron que el ATRA oral no revierte la proliferacion de linfocitos T en bazo de ratones
IS a diferencia de lo observado en ganglio.

* Por otro lado, la administracion de ATRA intraperitoneal logro restablecer la proliferacion de linfocitos

T, disminuir el numero de Gr-1+ CD11b+ supresoras y restablecer la histo-arquitectura del bazo IS.
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Capitulo IV: Analisis de la respuesta Inmune Innata por el
tratamiento con ATRA en ratones inmunosuprimidos

5.1IV.1- Eliminacion de un foco bacteriano

Para ampliar nuestro analisis de los efectos del ATRA como droga inmunomoduladora y dado que
las infecciones oportunistas son una de las principales complicaciones de los pacientes
inmunosuprimidos, a continuacion estudiamos la influencia del tratamiento del ATRA en la resolucién de
un foco infeccioso. Por otra parte, dado que los polimorfonucleares (PMN) poseen una funcién crucial en
la defensa del huésped frente a bacterias patdégenas, su incremento en el sitio de infeccién contribuye a
la eliminacién de las mismas y se correlaciona con un aumento en el porcentaje de sobrevida de
pacientes infectados [103]. Ante un estimulo inflamatorio como el LPS los PMN aumentan la expresién
de integrinas, como el CD11b, que median la adhesion al endotelio para extravasarse al 6rgano afectado
y resolver la infeccion. En este sentido, decidimos estudiar la respuesta del PMN en los distintos grupos
de ratones frente a la inoculacién de bacterias intestinales en el peritoneo de los mismos. Luego de 3
horas de inyectadas las bacterias i.p., se sacrificaron los ratones y se obtuvieron los liquidos
peritoneales de cada grupo. Para esta serie de experimentos la inmunosupresion se realizé inoculando
LPS de forma e.v., para que los PMN sean uUnicamente atraidos al peritoneo por la presencia de
bacterias y no por las sucesivas dosis de LPS administradas i.p. durante la generacién de la

inmunosupresion.

La Figura 5.IV.1 muestra las unidades formadoras de colonias (UFC) remanentes en liquido
peritoneal de los distintos grupos de ratones, luego de la inyeccion de bacterias i.p. Como se puede
observar el grupo IS present6 una mayor cantidad de UFC indicando una menor capacidad para eliminar
la bacteria. Sin embargo, el tratamiento con el ATRA oral logra revertirlo, al observar una disminucion del
namero de bacterias remanentes en los liquidos peritoneales, es decir aumentando la eficiencia de

eliminacion respecto a los ratones IS.
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5.1V.2- Caracterizacion del estado de activacion de los PMN en el sitio de
desafio bacteriano

A continuacién realizamos recuento y marcacion de la poblacion de PMN (Gr-1+ CD11b+)
presente en los lavados peritoneales para observar si existia una relacion entre las diferencias
observadas en el recuento de bacterias entre los grupos tratados y la presencia de PMN resolviendo la
infeccion en ese sitio. Como se muestra en la Figura 5.1V.2 existe un aumento significativo en el numero
de PMN (positivos para los marcadores Gr-1+ CD11b+) en los ratones IS que fueron tratados con ATRA

y en los cuales se observd una eliminacién mayor de bacterias en peritoneo.
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5.1V.3- Respuesta de los PMN

La presencia de un estimulo pro-inflamatorio como es el LPS bacteriano, provoca una rapida
activacion de los PMN circulantes que comienzan a aumentar la expresion del marcador de superficie
CD11b, el cual por ser subunidad p2 de la familia de integrinas colabora en el proceso de adhesion al
endotelio vascular para luego extravasarse al sitio de infeccion. El registro de la intensidad media de
fluorescencia (Intensidad Media de Fluorescencia) del CD11b en los PMN, es una medida de su
activacion. Como puede verse en la Figura 5.IV.3 hay una disminucion en la expresién de la IMF del
CD11b en los PMN del grupo IS y un restablecimiento en los animales IS+ATRA. El aumento del niumero
de PMN en el peritoneo y su incremento en la expresién del CD11b en el grupo IS+ATRA concuerda con

un mayor grado de activacién y mejor eliminaciéon de bacterias en peritoneo.
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% 1.0 — I Figura 5.IV.3: La IMF del CD11b se incrementa por
: el tratamiento con ATRA en los ratones IS. Los
; 0.5- mismos lavados peritoneales recogidos anteriormente
5 fueron marcados con el anticuerpo CD11b y se analiz6
o la IMF de cada célula Gr-1+. El resultado se expresé de
% 0.0 manera relativa al control. * vs Control, # vs IS p<0,05

1 1 1
Control IS IS+ATRA ATRA n=12.

5.IV.4- Medicion de citoquinas en el sitio de desafio bacteriano

El ambiente de citoquinas es de gran importancia ya que colabora con el estado funcional de los
tipos celulares residentes del sitio de infeccion o los que migran alli. La accién del LPS promueve, por un
lado, una rapida secrecion de citoquinas pro-inflamatorias tales como TNF-a, IL-.1, IL-6, IL-8 e IFN-y,
que constituyen la fase inicial o pro-inflamatoria y por el otro, las endotoxinas actian como moduladores
de la respuesta compensatoria estimulando la liberacidn concomitante de potentes factores anti-
inflamatorios como la IL-10. En un ambiente de inmunosupresion las citoquinas pro-inflamatorias se

mantienen en niveles bajos y significativamente inferiores a los que se observan en un individuo normal
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frente a un estimulo inflamatorio. Por lo tanto, quisimos observar el perfil de dos citoquinas
representativas de estados pro y anti-inflamatorios como son el TNF-a (Figura 5.IV.4 A) y la IL-10
(Figura 5.1V.4 B).Como se muestra en la Figura 5.1V.4, claramente se ve reflejado que en el sitio de
infeccion existe un ambiente anti-inflamatorio en el cual predomina la citoquina IL-10 y el TNF-a

permanece bajo. No se observan diferencias entre el grupo de ratones IS y los ratones IS+ATRA.
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Figura 5.1V.4: El tratamiento con el ATRA no modifica el ambiente de inmunosupresion que hay en el sitio de infeccion.
Se utilizaron los mismos lavados peritoneales obtenidos anteriormente luego de 3 horas post-inoculacion de las bacterias y las
citoquinas TNF-a e IL-10 fueron medidas por ELISA. A) pg/ml de TNF-a, B) pg/ml de IL-10. * vs Control, p<0.05 n=16

CONCLUSION PARCIAL

* El tratamiento con ATRA oral al grupo de ratones IS permitio:

- Una eliminacion local de bacterias mas eficiente
- Un aumento del numero y una mayor activacion de PMN localmente

- Estos efectos no estarian relacionados a una modulacion del ambiente supresor de citoquinas en el
peritoneo
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Capitulo V: Respuesta inmune humoral primaria frente a distintos
esquemas de administracion del ATRA. "Enfoque clinico del
tratamiento en el modelo de inmunosupresion”

A lo largo de este trabajo hemos realizado el tratamiento con el ATRA administrandolo en forma
oral y paralela junto con LPS para inducir la inmunosupresion (Esquema 5.V.1). Como mostramos
anteriormente (Capitulo 1), los animales IS presentan una respuesta inmune humoral primaria disminuida
frente a un antigeno T dependiente como son los glébulos rojos de carnero (GRC). La figura 5.V.1
muestra que el tratamiento simultdneo con el ATRA logré restablecer parcialmente estos valores
disminuidos en los ratones IS. La administracion de ATRA solo, no registr6 variaciones respecto al grupo

Control.

Control IS IS+ATRA ATRA
primera semana sc. Fisio i.p+vase oral LPSi.p |LPSi.p +ATRAoral |sc. Fisio i.p+ ATRA oral
segundasemana |sc. Fisio i.p+vase oral LPSi.p |LPSi.p +ATRA oral |sc. Fisio i.p+ ATRA oral
tercera semana sc. Fisio i.p+vase oral LPSi.p |LPSi.p +ATRA oral |sc. Fisio i.p+ ATRA oral

Esquema 5.V.1: Esquema de inoculacion utilizado a lo largo del presente trabajo. Se representan los grupos de ratones
experimentales Controles, IS, IS+ATRA y ATRA. La administracion de LPS fue i.p. y el ATRA via oral.

2504 Figura 5.V.1: Los animales IS reestablecieron

200 T # parcialmente la respuesta humoral disminuida al ser
o -
o —|_ tratados con ATRA. Ratones de todos los grupos, fueron
8 * # inoculados con 0,2 ml de 25% v/v de GRC i.p. y luego de 7
0 150'
'.E dias se obtuvieron los sueros de cada uno de ellos y se
g 100- realiz6 un ensayo de hemoaglutinacion. * vs Control, # vs IS
5 * p<0.05 n=24.
=
= 50

0 T T T
Control IS IStATRA ATRA

Teniendo en cuenta el conjunto de resultados presentados a lo largo de esta tesis, claramente
demostramos los efectos beneficiosos del ATRA sobre la modulacién de las diferentes poblaciones
celulares, en particular la de las Gr-1+ CD11b+ supresoras que intervienen en la inhibiciéon de los
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linfocitos T en ratones IS. Debido a estos resultados favorables y prometedores del uso de esta droga
en el modelo de inmunosupresion murino, nos planteamos un modo de administracién cuya aplicacion
sea semejante a una probable situacion clinica real donde el paciente que ingresa a la Unidad de
Cuidados Intensivos, primero adquiere la inmunosupresién debido a un escenario séptico y luego
pueda ser tratado con el ATRA como un protocolo complementario a los utilizados en la actualidad por
el profesional correspondiente, previamente analizando su estado en particular y teniendo un
panorama del estado inmunoldgico del paciente. Para simular dicha situacion establecimos el siguiente
esquema (Esquema 5.V.2) de combinacion entre la administracion del LPS para inducir la
inmunosupresion en el raton y el tratamiento con el ATRA. A continuacion se detalla el esquema.

Grupo A Grupo B
- N I
Grupo IS/- Grupo IS/ATRA Grupo IS/IS Grupo IS/IS+ATRA
Primerasemana LPSi.p LPSi.p LPSi.p LPSi.p
Segunda semana nada ATRA oral LPSi.p LPS i.p+ATRA oral
Tercerasemana nada ATRA oral LPSi.p LPS i.p+ATRA oral

Esquema 5.V.2: Protocolo de tratamiento nuevo a utilizar en los ratones IS. Como se indica en el cuadro, en esta

instancia primero se establece la inmunosupresion con LPS y luego se comienza a administrar ATRA.

El Grupo A representa la potencialidad del ATRA de que una vez establecida la inmunosupresion
(primera semana y luego nada), cuando se empiece el tratamiento con ATRA pueda lograr revertir, en
parte, ese estado de inmunosupresién generado inicialmente en los ratones IS y que en el momento de

la administracién del ATRA se encuentren en ausencia de una infeccidn persistente.

El Grupo B representa la potencialidad del ATRA de que logre revertir la inmunosupresién a pesar de
que exista todavia un foco de infeccion (continuamos inoculando LPS a lo largo de todo el tratamiento).

Con estos grupos determinamos el titulo de anticuerpos en respuesta a los GRC en el suero de
cada raton mediante un ensayo de hemoaglutinacién mostrado en el gréafico a continuacion (Figura
5.V.2). Como se puede observar en el grafico siguiente, con ambos esquemas se logré aumentar el
titulo de anticuerpos disminuido, revirtiendo el estado de inmunosupresién independientemente de que
el estimulo inflamatorio persista o no. Estos resultados indican que el ATRA podria representar un
potencial terapéutico interesante para el paciente que ingresa a terapia Intensiva con un escenario de

inmunosupresién por sepsis.

86



Resultados | 2014

Grupo B

Grupo A
1509 ————
(=]
g
o 1004 .,
=
2
b
c
(]
(]
S 504
5
[
IS/- IS/ATRA
Primera semana LPS LPS
Segunda semana - ATRA
Tercera semana - ATRA

IS/IS 1S/IS+ATRA

LPS LPS
LPS LPS+ATRA
LPS LPS+ATRA

Figura 5.V.2: El tratamiento con el ATRA logro revertir la respuesta humoral primaria en dos esquemas en donde

primero se establecio la inmunosupresion. Se muestran los grupos experimentales segun los esquemas de inoculacién

mencionados en el esquema 5.V.2. Luego de los tratamientos, los animales fueron inoculados con GRC y 7 dias mas tarde el

suero fue obtenido. Se realiz6 un ensayo de hemoaglutinacién, donde se obtuvieron los titulos de anticuerpos anti-GRC * vs

Control, # vs IS p<0.05 n=18.

CONCLUSION PARCIAL

* El tratamiento con ATRA logrd:

- Restablecer la respuesta inmune humoral primaria con el esquema tradicional de administracién en

paralelo de LPS y ATRA.

- Restablecer la respuesta inmune humoral primaria administrando el ATRA después de generar la

inmunosupresion con LPS, e independientemente de la persistencia del estimulo inflamatorio.
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6. Discusion

6.1 Inmunosupresion y Gr-1+ CD11b+ supresoras en médula 6sea

A través de las mejoras en la atencion de terapias de soporte en las Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI), los médicos han sido capaces de aumentar las posibilidades de supervivencia en los
pacientes que se presentan con sepsis aguda o shock séptico. Sin embargo, esto esta relacionado con
una mayor frecuencia de un segundo problema asociado a la sepsis, que es la inmunosupresion tardia
[97]. De hecho, en los ultimos afnos la pérdida de competencia inmune ha sido considerada como uno de
los principales problemas asociados a la sepsis [2], dado que los pacientes sucumben ante infecciones
oportunistas nosocomiales, las cuales no son peligrosas para individuos inmunocompetentes pero

pueden ser fatales en pacientes inmunosuprimidos.

Desde hace varios anos, existe la necesidad de lograr un tratamiento efectivo, complementario a
la terapia de soporte que se utiliza en pacientes sépticos que ingresan a la terapia intensiva. Los
primeros ensayos se focalizaron en contrarrestar principalmente la etapa pro-inflamatoria de la sepsis,
utilizando por ejemplo antagonistas de TNF-a, bloqueantes de TLR4, bajas dosis de corticoides,
estimulacion con IL-7 o bloqueantes de PD-1, pero todos fracasaron rotundamente, dando lugar a
grandes debates e instalando la problematica de la necesidad de comprender el estado inmunol6gico
del paciente. En este sentido, Skrupky y col. resaltan la importancia de encontrar biomarcadores
confiables para determinar en qué etapa inmunolégica de la sepsis (pro/anti-inflamatoria) se encuentra
el paciente para luego ejecutar las alternativas terapéuticas adecuadas [104]. Estos fracasos han llevado
a los investigadores a afirmar que los estudios en sepsis necesitan un nuevo direccionamiento, y
muchos investigadores consideran que los esfuerzos para recuperar o mantener las funciones inmunes
del huésped sera el préximo gran avance en el tratamiento de estos pacientes [95]. Mas aun, los
resultados de estudios con gran relevancia clinica en modelos animales que imitan la naturaleza
prolongada de la enfermedad también apoyan la premisa de aumentar la supervivencia mejorando la
inmunidad. Asimismo, dado que la sepsis y el cancer poseen similares efectos inmunoldgicos, los
ultimos éxitos de drogas inmunomoduladoras en céncer ofrecen esperanzas y potenciales terapias en

sepsis [105].
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Por lo expuesto anteriormente, el enfoque central de la presente tesis fue el estudio especifico de
la etapa de inmunosupresion en un modelo murino de inoculacién crénica de LPS que representaria el

estado inmunoldgico de los pacientes en etapas tardias de la sepsis.

Se han descripto muchos modelos animales de sepsis, cada uno con ventajas y desventajas
especificas [106]. Para este estudio se opté por un modelo murino de inmunosupresién inducida por la
inoculacion repetida de LPS, debido a que particularmente nuestro estudio estaba enfocado en la fase
inmunosupresora de la sepsis. Este modelo es simple, reproducible y altamente controlable. Las
desventajas de nuestro modelo son que el estimulo desencadenante no es microbiano, y la sefalizacién
mediada por LPS es estrictamente dependiente de TLR4. Ademas, es posible que no refleje todas las
complejas respuestas fisiolégicas que ocurren en el humano. Sin embargo, tal como se describe en
nuestro estudio, y en otros, la inmunosupresién inducida por LPS imita muchos de los signos clinicos
encontrados en los pacientes con shock séptico que tardiamente presentan infecciones oportunistas.
Entre ellos encontramos, la disminucién de la regulacién del antigeno leucocitario humano (HLA-DR), de
la respuesta de linfocitos T, de la capacidad para producir TNF-a, de la generacién de anticuerpos, el
aumento de IL-10 y la expansién celular de Células Mieloides Supresoras (Gr-1+ CD11b+ supresoras)
[106]. Ningun modelo reproduce todos los aspectos de la sepsis humana. Sin embargo, cada modelo
experimental permite estudiar al menos los aspectos que el modelo reproduce. Por lo tanto, creemos
que el modelo utilizado en este trabajo es adecuado para investigar e intervenir en la fase de
inmunosupresién que los pacientes pueden desarrollar después de un episodio séptico.

Se ha reportado en bibliografia que en ratones sépticos sometidos a una intervencion quirurgica
simulando un modelo de peritonitis aguda (modelo de “ligadura y puncion del ciego”), existe una
reduccion de la respuesta inmune especifica primaria de anticuerpos en particular de IgGs [107]. Por
otro lado, se ha reportado que muestras de pacientes sépticos de las UCI con trauma severo
evidenciaron una clara disminucion del numero de linfocitos circulantes en sangre. La linfopenia
caracteristica en estos pacientes ha sido estudiada durante varios afnos debido a que refleja un fuerte
proceso de apoptosis linfocitaria [108]. Como describe R. Hotchkiss y col., al tomar muestras de bazos
de pacientes sépticos durante su intervencidn quirirgica, se observé una disminucién significativa de
linfocitos T CD4+ y B CD19+, asociado a un aumento de caspasa 3, acompafnado de las caracteristicas
morfologicas tipicas de nucleos apoptoticos. En nuestro trabajo, encontramos una disminucion
importante en el numero de toda la serie linfocitaria en los ganglios linfaticos de los animales IS, esto
probablemente debido a que el modelo involucra la inoculacién crénica de LPS y pudo generar una
pérdida de las poblaciones celulares del linaje T por apoptosis al administrar las primeras dosis de LPS,

es decir, en la primera fase (aguda) de la generacion de inmunosupresion. Sumado a la disminucién en
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el numero de linfocitos, la desorganizacion de la pulpa blanca evidenciada en los bazos de pacientes
sépticos, probablemente también contribuya a la disminucién de una eficiente respuesta inmune humoral
y celular [95]. En este sentido, nosotros observamos una disminucién significativa en el titulo de
anticuerpos de los ratones inmunosuprimidos frente a un antigeno T especifico, asi como también una
disminucién en la proliferacion ex vivo de linfocitos T en ganglios y bazo. Estos defectos en las
respuestas celulares podrian estar asociados, de manera similar a lo observado en los pacientes
sépticos, a la pérdida de la arquitectura histolégica normal observada en los 6rganos linfaticos
secundarios de los ratones IS.

Existe una extensa bibliografia reportada a lo largo de los ultimos 5 afos, que concuerda en la
descripcion de un aumento de poblaciones supresoras en diferentes patologias que involucren un
estado inmunol6égico comprometido. Por ello, focalizamos nuestro estudio en la poblacion de Gr-1+
CD11b+ supresoras, descripta en estados relacionados a inmunosupresién [71, 74, 98, 109, 110]. El
hecho de que encontrasemos un aumento significativo de la poblacién Gr-1+ CD11b+ en ganglios
linfaticos IS, nos alenté a pensar en ellas como candidatas de estudio en nuestro modelo de
inmunosupresién. Sin embargo, la sola presencia de células que expresen los marcadores Gr-1+
CD11b+ no significa que sean “células supresoras™. Es por ello que existe la necesidad de estudiar la
funcionalidad de dicha poblacion celular para confirmar su rol supresor. En nuestro estudio, al realizar un
ensayo de proliferacién de linfocitos T de ganglio de ratones IS observamos que dicha proliferacion se
encontraba disminuida respecto a los Controles, pero lo que es mas importante, al eliminar las células
Gr-1+ de la suspension celular, la proliferacion de linfocitos T se restablecid, indicando que estas células
son las responsables de la inhibicion de la proliferacion T observada en los ganglios de ratones |S.

A partir de estos resultados surgieron preguntas fundamentales y centrales que marcaron el
rumbo de nuestro trabajo. ;Ddnde se originaban estas células Gr-1+ CD11b+ con funcién supresora?
¢,Dbénde adquirian ese potencial supresor? ;Serian las mismas Gr-1+ CD11b+ supresoras las que
migran desde su lugar de origen hacia los ganglios de ratones IS? ;Cual seria el mecanismo de
‘llamada” hacia los ganglios IS?

Nuestro estudio comenzé estudiando el érgano de generacion de precursores celulares, la
médula 6sea. Observamos en el grupo de ratones IS un aumento en el porcentaje de células Gr-1+
CD11b+, pero el nUmero absoluto se mantuvo similar en ambos grupos. La inoculacién de LPS, o la
presencia de un foco infeccioso, genera una movilizacién de neutréfilos y otras células maduras hacia
los érganos diana y estimula la divisidon y maduracién de nuevos progenitores inmaduros, acelerando de
esta forma la mielopoyesis [50, 51]. Es decir, frente a un estimulo infeccioso/inflamatorio hay mayor

salida y a su vez, mayor produccion de células mieloides. Esto generaria un recambio de nuevas células
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que se generan, equivalente a las que migran hacia sangre periférica, manteniendo en médula 6sea los
numeros absolutos de las células Gr-1+ CD11b+ constantes y sin cambios entre los animales IS y
Controles.

Como describimos en la parte de Introduccién, estas células Gr-1+ CD11b+ podrian ser cualquier
célula mieloide y como debido a que hasta el momento no se conocen marcadores especificos para
identificar especificamente células supresoras, fue necesario analizar si tenian actividad inhibitoria.
Observamos que las células totales de médula 6sea IS eran capaces de inhibir la proliferacién de
linfocitos T de ganglios normales y que al eliminar las células Gr-1+ de las suspensiones medulares, se
anulaba la inhibicién. Mas aun, las células Gr-1 purificadas indujeron la inhibicién, demostrando
claramente que las células Gr-1+ CD11b+ poseen potencial inhibitorio ya desde la médula ésea. Por
otro lado, y en concordancia con otros autores [98, 110, 111], demostramos que esta inhibicion estaba
mediada por ON e IROS, ya que el bloqueo conjunto de estos mediadores revirtié por completo la
inhibicion. Ademas, los estudios realizados por citometria de flujo permitieron identificar a las Gr-1+
CD11b+ como las células productoras de ON e IROS dentro del total de células de médula 6sea.
Srinivas Nagaraj y col, describieron al mecanismo de supresion de las células Gr-1+ CD11b+ con
capacidad supresora, indicando que la inhibicion hacia los linfocitos T mediante el mecanismo de IROS,
necesita del contacto prolongado célula-célula [112]. Nuestros datos también apoyan la necesidad de
contacto entre las células Gr-1+ CD11b+ supresoras y el linfocito T. Sin embargo, nosotros creemos que
la inhibicion puede solo requerir de la cercania entre células, probablemente debido a que tanto el ON
como los IROS son especies inestables que al estar en contacto con oxigeno, pueden oxidarse y perder
su conformacién activa [113, 114]. Por lo tanto, se requiere que la célula que libera los radicales libres
esté préxima a la célula blanco para que la accion de estos mediadores sea funcional [115]. Por otro
lado, al estudiar las dos subpoblaciones de células Gr-1+ CD11b+: Gr-1 low y high, comprobamos que
ambas poseen propiedades inhibitorias en nuestro modelo.

Si bien las células Gr-1+ de médula ésea tiene capacidad supresora, es necesario que esta
poblacién llegue al sitio donde se produce la respuesta T. Entonces decidimos estudiar si las células Gr-
1+ CD11b+ con potencial supresor de médula ésea eran capaces de migrar a los ganglios linfaticos en
el contexto inmunosupresor. Los experimentos de transferencia celular (Figura 5.11.3.1) permiten
determinar la importancia tanto de las sefales aportadas por el contexto inmunosupresor como de la
capacidad de responder de la célula en si misma (presencia de receptores adecuados para responder a
las sefales), en la migracion de las células Gr-1+ CD11b+ hacia el ganglio linfatico. En este sentido, en
un contexto fisioldégico normal, las células marcadas tanto de ratones Controles como IS migraron a su

lugar de origen (la médula 6sea), probablemente debido a la ausencia de senales que las atrajeran
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hacia otros érganos linfaticos secundarios y debido a que en la médula 6sea existe un microambiente
preferencial para las Células Hematopoyeticas (HSCs), que esta involucrado en su supervivencia y
desarrollo [116]. Por lo tanto resulta l6gico pensar que las Gr-1+ CD11b+ en un contexto normal,
independientemente de su origen (Control o IS), al no recibir sefiales especificas para migrar hacia un
determinado 6rgano se dirijan hacia la médula 6sea, la cual presenta un microambiente apto para su
mantenimiento y supervivencia. Por otro lado, en un contexto inmunosupresor, las células de médula
6sea marcadas (Control o IS), no migraron hacia la médula ésea y sélo en el caso de células dadoras
provenientes de ratones IS, las Gr-1+ CD11b+ marcadas aumentaron significativamente en los ganglio
linfaticos 1S. Estos resultados reflejan el hecho de que unicamente en un contexto supresor, donde
exista la presencia de quimioquinas atractantes hacia ganglios linfaticos, las células Gr-1+ CD11b+ que
también provengan de ese ambiente supresor y expresen los receptores especificos que les permitan

responder a esa llamada, migraran hacia el 6rgano donde realizan su funcién supresora.

El tréfico leucocitario esta dirigido por la presencia de quimioquinas o “citoquinas quimiotacticas”,
en general solubles, que ejercen su funcion uniéndose a receptores celulares, regulando el tréfico entre
organos y tejidos [117-119]. El receptor CCRY7 interviene en la migracién de diferentes tipos celulares
hacia ganglios linfaticos. Por un lado, Irino y col. han demostrado en células escamosas de carcinoma
de eso6fago que existe una correlacion entre una mayor expresion de CCR7 en células de carcinomay la
generacion de metastasis de las mismas en ganglios linfaticos, en los cuales se encontré una mayor
expresion de CCL19 y CCL21, ligandos del CCR7 [120]. Por otro lado, esta reportado que células de
melanoma que expresan CCR7, son capaces de migrar a ganglios linfaticos para hacer metastasis alli
[121]. Estos antecedentes nos llevaron a investigar la expresién del CCR7 en nuestro sistema,
observando un aumento de este receptor en las células Gr-1+ CD11b+ de medula 6sea IS. Este
resultado en conjunto con la mayor migracion in vitro encontrada utilizando medios condicionados de
ganglios IS y células de médula ésea IS, indican nuevamente la necesidad de una accidén concertada del
contexto, probablemente liberando quimioquinas como CCL19 y CCL21, y de la célula en si misma,
expresando CCR7, para poner en marcha el mecanismo supresor en el ganglio linfatico.

Las células Gr-1+ CD11b+ supresoras juegan un rol complejo, ellas tienen la capacidad de
responder frente a un escenario inflamatorio, controlarlo y en muchos casos restablecer el desbalance
celular adquirido [122]. Utilizando nuestros resultados como base teérica, nosotros creemos que en
respuesta a una infeccion se activan mecanismos de respuesta inmune en los ganglios linfaticos, como
la proliferacion de linfocitos T, que necesitan ser controlados para recuperar la homeostasis. Por otro
lado, factores producidos en médula 6sea provocaran la expansion de poblaciones Gr-1+ CD11b+,
algunas de las cuales adquiriran propiedades supresoras y expresaran receptores adecuados para
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migrar al lugar de activa proliferacion T y controlar este proceso, llevado el sistema nuevamente a un
equilibrio. En nuestro modelo (0 en los pacientes inmunosuprimidos), la inflamacion persistente
desencadenada por el LPS, probablemente desbalancee este proceso en favor de la inmunosupresién
afectando procesos necesarios y vitales de la respuesta inmune adaptativa.

6.2 Efectos del ATRA en la respuesta inmune de ganglios linfaticos de
ratones inmunosuprimidos

Muchos investigadores consideran que los esfuerzos para recuperar o mantener las funciones
inmunes del huésped sera el proximo gran avance en el tratamiento de los pacientes con sepsis [123].
De acuerdo con esta hip6tesis, en una segunda parte de este estudio intentamos modular la
inmunosupresion celular inducida por LPS utilizando el ATRA, el derivado activo de la vitamina A.
Numerosos estudios en modelos animales y ensayos clinicos han confirmado la capacidad de la
vitamina A para prevenir infecciones y fortalecer el sistema inmunolégico [81]. Por otra parte, la
importancia del ATRA como un potencial suplemento terapéutico para la sepsis es apoyada por
hallazgos observados en pacientes sépticos. Neves y col. observaron una fuerte correlacion entre los
niveles séricos bajos de retinol y una mayor pérdida urinaria de este nutriente en individuos sépticos o
con infecciones [124]. Por lo tanto, una posible hipétesis es que la sepsis aumente la utilizacién organica
de la vitamina A, lo que causaria una disminucién en los niveles séricos de retinol, promoviendo el
agotamiento de las reservas hepaticas de este micronutriente. Dado que la carencia de vitamina A
causa danos en la respuesta inmunoldgica, es posible que esta deficiencia lleve a que los pacientes
sean mas susceptibles a infecciones secundarias. Por lo tanto, nos planteamos la hipo6tesis de que la
administracién de ATRA, en parte restaurando la deficiencia de vitamina A, podria mejorar el estado
inmunolo6gico en estos pacientes. Ademas como se mencion6 en la parte de la Introduccion de esta
tesis, el ATRA es un amplio inmunomodulador y podria mejorar la inmunidad actuando a diversos
niveles.

Para la administracién del ATRA elegimos la via oral dado que es la via utilizada en los pacientes
tratados con esta droga, es la mas segura y de facil implementacién, ademas de ya tener los ensayos
clinicos en humanos aprobados ya que el contenido de las capsulas de ATRA (Vesanoid, Roche) que
utilizamos para darle a los ratones, es el mismo que utilizan los pacientes con leucemia Pro-Mielocitica

Aguda (LPA). La puesta a punto del tiempo de administracion del ATRA se realiz6 apoyados en el
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esquema de administracién de las capsulas de Vesanoid en pacientes. Segun las instrucciones del
prospecto del ATRA, los pacientes con LPA deben recibir la medicacién por periodos de tiempo
prolongados, por lo cual en nuestro protocolo de administracion de la droga en ratones ademas de
utilizar concentraciones similares de ATRA, se realizé un esquema de 14 dias de tratamiento. Por otro
lado, en experimentos preliminares de nuestro grupo, encontramos que la administracién oral por 1
semana no era tan efectiva como la de 2 o 3 semanas.

Como mencionamos anteriormente, la inmunosupresion asociada al LPS se relaciond con un
aumento del numero de Gr-1+ CD11b+ en ganglios linfaticos y una disminucion en la proliferacién in
vitro de células T. Esto se asocié con niveles mas altos de ON y de la actividad de Arginasa-1. Ademas,
mediante experimentos de deplecion demostramos que la inhibicién de la proliferacién de células T en el
ganglio fue mediada por células Gr-1+ CD11b+ con capacidad supresora. El tratamiento con ATRA de
forma oral fue capaz de revertir la inhibicién de la proliferacién de células T, y esto se asocié a una
disminucién de ON y de la actividad de Arginasa-1.

Aunque estd descripto que uno de los mecanismos por los que el ATRA mejora la
inmunocompetencia es por diferenciacién de los progenitores inmaduros mieloides en sus homdlogos
maduros [59], en los animales tratados con ATRA el numero de células Gr-1+ CD11b+ no se encontro
disminuido con respecto a los animales IS a pesar del restablecimiento de la proliferacion de células T.
Sin embargo, el ATRA caus6 un aumento en la apoptosis de las células Gr-1+ CD11b+ presentes en los
ganglios linfaticos. Estos resultados sugieren que el ATRA no estaria interfiriendo con la migracion de
las Gr-1+ CD11b+ desde médula 6sea inducida por el LPS, sino que estaria contrarrestando los efectos
del LPS modulando la sobrevida de las Gr-1+ CD11b+ en su sitio de accion. Distintos estudios in vitro
han demostrado la actividad pro-apoptoética del ATRA. En este sentido, se ha reportado que el ATRA
induce la apoptosis en la linea celular mieloide HL-60 [125], en células mesangiales humanas [126], en
células de leucemia promielocitica [127], células de osteosarcoma canino, y una linea tumoral de células
de mama humana [20]. Sin embargo, este es el primer estudio en el cual se observa que el ATRA es
capaz de regular la supervivencia de las Gr-1+ CD11b+ in vivo. La actividad pro-apoptotica se encuentra
sefalizada via los receptores RAR (Retinoic Acid Receptor) [88]. Actualmente, estamos estudiando la
presencia de este receptor en las células Gr-1+ CD11b+ supresoras para poder ahondar en el estudio
de la induccién de apoptosis de este tipo celular mediado por el ATRA y determinar si este efecto es

directo o0 es una consecuencia de otro proceso.

La inmunosupresién en nuestro modelo fue asociada a la deplecion de células T evidenciada por
una disminucién del numero de linfocitos tanto en los ganglios linfaticos como en el timo. Ratones IS

tratados con ATRA mostraron un aumento en las células simple positivas CD4 y CD8 en los ganglios
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linfaticos, mientras que la reversion en el timo sélo se observo con las células doble positivas. Este
resultado sugiere que el ATRA revierte la disminucion de las células T de ganglio estimulando su
generacion en el timo, pero también induciendo la concomitantemente migracion de las células CD4+ o
CD8+ simple positivas desde el timo a los ganglios linfaticos, similar a lo reportado en mucosas [128]. El
aumento en el numero de linfocitos mediado por el ATRA podria explicarse teniendo en cuenta que el
linaje de linfocitos T posee receptores para ATRA, llamados RORs (Retinoid-related orphan receptors).
RORy es expresado en los timocitos doble positivos, promoviendo su supervivencia e induciendo su
maduracién [129]. RORa es expresado en los timocitos simple positivos, y mientras que su expresién
disminuye en los linfocitos maduros CD8+, su expresion se mantiene alta en los linfocitos maduros
CD4+. El numero total de timocitos disminuye notablemente en animales RORa-/- asi como también los
linfocitos T y B maduros en el bazo, indicando que este receptor juega un papel fundamental en el
desarrollo de los linfocitos [130]. Esto podria explicar nuestro resultado del aumento en el nimero de
células CD4+ observada en ganglios linfaticos de ratones tratados solamente con ATRA. Mas adn,
ratones ROR-/- directamente no desarrollan ganglios linfaticos indicando que los receptores RORs estan
involucrados en la organogénesis de los ganglios linfaticos y Placas de Peyer, contribuyendo de esta
forma al reclutamiento de linfocitos hacia esos 6rganos [131]. Estos datos apoyarian los resultados
obtenidos en esta tesis que revelan una restauracién de la estructura histolégica del ganglio en los
animales IS tratados con ATRA. Mas alla del mecanismo, el aumento del numero de linfocitos T
observados con ATRA puede ser crucial en la mejora de la inmunocompetencia encontrada en nuestro
modelo de inmunosupresion. Esto también podria tener relevancia clinica debido a que se ha
demostrado una correlacion directa entre los recuentos de linfocitos y la supervivencia del paciente [20].
Hoy en dia, se plantea que las terapias para el tratamiento de la sepsis deberian estar dirigidas a tratar
la etapa anti-inflamatoria o de inmunosupresion de los pacientes, buscando restablecer, por ejemplo, el
namero de linfocitos y su funcionalidad y bloquear la apoptosis linfocitaria [108], todo esto para evitar
una gran problematica existente que son las re-infecciones intra-hospitalarias que terminan siendo la

causa de muerte de muchos pacientes sépticos.

Probablemente la disminucién del numero y la falta de respuesta funcional de las células T en
pacientes sépticos inmunosuprimidos puedan ser causadas por un fenémeno conocido como deplecién
celular. Este mecanismo ha sido ampliamente descripto para infecciones virales persistentes, e implica
la pérdida progresiva de la funcién celular debido a la exposicion prolongada a un antigeno y
consecuente estimulacion constante de las células T [132]. En nuestro modelo, la exposicion cronica a

LPS podria estar imitando el estado de deplecion celular observado en los pacientes. Como este estado
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se caracteriza por la expresion persistente de mdultiples receptores inhibitorios, ahora estamos
investigando la presencia de estas moléculas en los linfocitos T de los ratones de IS.

6.3 Efectos del ATRA sobre la respuesta Inmune Innata

Una de las funciones clave de la respuesta inmune innata es la deteccién réapida y la eliminacién
de los invasores microbianos. Trabajos previos demostraron el papel central de la vitamina A en la
defensa del huésped contra el Mycobacterium tuberculosis, debido a que promueve la respuesta inmune
frente a la infeccion. Estudios in vitro evidenciaron que co-cultivos de M. tuberculosis con monocitos
humanos expuestos al ATRA da como resultado un aumento significativo de la actividad antimicrobiana
frente al patégeno [133]. Con el objetivo de estudiar de manera integral los efectos del ATRA, y dado
que los pacientes con inmunosupresién asociada a la sepsis presentan infecciones oportunistas de las
cuales les resulta muy dificil deshacerse, nos pareci6 muy importante determinar la influencia que
tendria la administracion de ATRA sobre la resolucion de un foco infeccioso secundario. Para ello,
inoculamos bacterias intestinales a los grupos de ratones, simulando una infeccion en la cavidad
peritoneal y demostramos que la administraciéon de ATRA oral a ratones IS fue capaz de mejorar la
defensa anti-bacteriana local. Esto ultimo se asocié a un aumento del numero de PMN que migraron al
peritoneo y a un incremento en la expresién del CD11b, resultados que concuerdan con los publicados
por Minet-Quinard y col. que reportaron que el ATRA induce un aumento de la migracién esponténea y
de la expresion del marcador de superficie CD11b en PMN humanos [134].

Cabe aclarar en este punto que los PMN se caracterizan por la expresion de los marcadores de
superficie Gr-1+ CD11b+, debido a que provienen del linaje mieloide. Las células mieloides supresoras
que estudiamos durante este trabajo también se caracterizan por expresar marcadores de superficie Gr-
1+ CD11b+. Sin embargo, es la funcion y el contexto en el que se encuentran lo que las definen como
supresoras o no. En el contexto de un ratén Control, la mayoria de las células que migran a la cavidad
peritoneal en respuesta al desafio bacteriano son PMN maduros activados atraidos hacia el foco para
colaborar en la resolucién de la infeccion. Las primeras células que migran provienen de lo que se
conoce como el pool marginal, una poblacion de células que se encuentran transitando lentamente por
la microvasculatura y responde rdpidamente al llamado inflamatorio generado desde el foco infeccioso
[135-137]. En el contexto IS, si bien no podemos descartar la llegada al peritoneo de células Gr-1+
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CD11b+ supresoras, resulta dificil pensar que esas células Gr-1+ CD11b+ sean las mismas células
supresoras que podrian estar en ganglios linfaticos IS, debido a que en este escenario de infeccion
peritoneal no hay una proliferacion de linfocitos activa a la cual inhibir. De cualquier forma, si existieran
células Gr-1+ CD11b+ supresoras que migraron al peritoneo, el resultado relevante es la mejora en la
eliminacion de bacterias mediada por el ATRA, y cabe la posibilidad de que en este contexto infeccioso
las mismas células supresoras pudieran actuar como PMN tradicionales, es decir fagocitando y
destruyendo las bacterias mediante sus mecanismos bactericidas (IROS, proteasas, etc).

La relevancia de estos resultados radica en que debido a que los pacientes sépticos de las UCI
presentan una disminucién significativa de los niveles de vitamina A en plasma, y que esa deficiencia
afecta a la respuesta inmune generando una mayor probabilidad de que estos pacientes puedan
contraer infecciones intrahospitalarias, la recuperacion de la capacidad de eliminar bacterias en el
peritoneo de los ratones IS tratados con ATRA, asociada al aumento de PMN activos en el sitio de
infeccién, es de suma importancia para un restablecimiento mas completo y generalizado del estado

inmunoldgico del paciente inmunosuprimido.

6.4 Modelo de administracion del ATRA mas cercano a una situacion clinica

Otro objetivo de nuestro trabajo tuvo el propdsito de adecuar nuestro esquema de administracion
del ATRA oral, a un esquema de administracion que pueda representar mas adecuadamente un
escenario clinico, en el cual el paciente que se encuentra en la etapa anti-inflamatoria de una sepsis,
pueda ser tratado complementariamente con ATRA, ya sea con la infeccién resuelta o con la
persistencia del foco infeccioso. Al comparar la respuesta inmune humoral primaria entre el tratamiento
en simultaneo de ATRA y LPS con dos nuevos esquemas de inoculacion de ATRA posterior al LPS
(Figura 5.V.2), observamos que en ambos casos el ATRA logré revertir la respuesta humoral primaria.
Esta reversién probablemente, como hemos demostrado a lo largo del trabajo, sea el resultado de la
suma de distintos eventos, como el establecimiento de la proliferacién de los linfocitos T en ganglios
linfaticos, el aumento en el niumero in vivo de los linfocitos T y B, la disminucién de la viabilidad de las
células Gr-1+ CD11b+ supresoras y el restablecimiento de la histo-arquitectura de los 6rganos linfaticos
secundarios. Este resultado fue muy alentador debido a que los nuevos esquemas representan un
escenario mas proximo a la realidad, donde el tratamiento de los pacientes se aplicaria cuando hay

evidencias de una inmunosupresion ya establecida.
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6.5 Efectos del ATRA sobre la respuesta inmune en bazo de ratones
inmunosuprimidos

Si bien encontramos que la administracion oral de ATRA modulaba la funcionalidad y nimero de
distintas poblaciones en el ganglio de ratones IS, asi como también mostr6 ser efectiva en el
restablecimiento de la respuesta inmune humoral y mejor6 la inmunidad innata, esta via de
administracién no tuvo efectos en el bazo, dado que no fue capaz de actuar sobre la inhibicion de la
proliferacion de células T y tampoco afectdé el nimero o sobrevida de las células Gr-1+ CD11b+
supresoras in vivo. Aunque la falta de efecto por el tratamiento oral de ATRA en el bazo de ratones IS
puede ser desalentador, creemos que las diferencias de efectos en distintos érganos linfoides es un
resultado interesante en si mismo, y realizar una comparacion de las respuestas a nivel celular en
diferentes 6rganos son necesarias si se pretende estudiar de manera global un fenémeno particular.
Ademas, la falta de la modulacién de las poblaciones de bazo no invalida el hecho de que un farmaco,
dado por una misma via de administracion, pueda influir en la respuesta inmune en otros
compartimentos. De hecho, se ha reportado diferencias entre las respuestas en bazo y ganglios
linfaticos. Por ejemplo, Krueger y col. han reportado que las células de bazo respondieron a una baja
concentracién, mientras que las células de ganglios linfaticos respondieron a altas concentraciones de
antigenos asociados a tumores [138]. Otro estudio de Yokochi y col. describié diferencias entre la
activacion in vivo de las células B policlonales en los ganglios linfaticos y el bazo de los ratones
inyectados con LPS bacterianos [139]. Por otra parte, Lance y Taub demostraron que en el timo existen
dos subpoblaciones que migran diferencialmente al bazo o al ganglio y esta migracién puede ser
modulada utilizando sueros heterdlogos anti-linfocitos [140, 141].

En conjunto, estos datos reflejan que existen diferencias ambientales entre los ganglios linfaticos
y el bazo, sobre todo teniendo en cuenta que, a diferencia de los humanos, el bazo de ratones adultos
es un érgano hematopoyético. Como la hematopoyesis se activa en respuesta a LPS [142],
probablemente los factores relacionados con la diferenciacion y/o proliferacion de precursores pueden
influir en la respuesta inmune en el bazo, y por lo tanto, el efecto de ATRA en estas condiciones no se
vea reflejado. Por lo tanto, creemos que también es muy importante estudiar los parametros que
implican una respuesta coordinada global de un grupo de células o eventos, en lugar de estudiar una

célula aislada o incluso un érgano, al momento de evaluar los efectos de un farmaco o interpretar la
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eficacia de un tratamiento. En este sentido, el tratamiento oral con ATRA fue capaz de influir
positivamente sobre dos respuestas globales ensayadas in vivo en este trabajo como son la respuesta
humoral primaria y la eliminacion de un foco bacteriano.

El ATRA se administra a pacientes con leucemia por via oral por ser la ruta mas simple y segura.
Los medicamentos administrados por via oral pasan a través de la pared intestinal y viajan hasta el
higado antes de transportarse a través del torrente sanguineo a los 6rganos. Ademas, la absorcion de
un farmaco a través del intestino puede variar entre individuos y como el ATRA es, de hecho,
metabolizado en el higado, esto podria reducir la cantidad de ATRA efectivamente entregada a los
tejidos. Tomando en cuenta estas consideraciones, otra explicacion de la falta de efecto del ATRA en el
bazo podria ser que gran parte de la concentracién de ATRA se pierda por la via utilizada. Por lo tanto,
se realizd otro protocolo donde el ATRA se administré de forma intraperitoneal (i.p.). Basandonos en
bibliografia, este esquema de tratamiento es de una semana, a los sumo, comparado con el esquema
oral que requiere como minimo tres semanas para ser efectivo [143]. Otra diferencia entre las dos vias
es que las drogas administradas por via i.p. se absorben y pasan al torrente sanguineo rapidamente,
evitando el primer pasaje a través del higado como sucede en la via oral, generando pérdidas en la
concentracion efectiva de la droga distribuida a los tejidos.

El uso de esta nueva ruta de administracién, evidencio efectos histolégicos y funcionales en el
bazo, y una disminucién del numero de células Gr-1+ CD11b+ supresoras, acompafado de la
restauracion de la proliferacion de células T. Experimentos adicionales deberan realizarse para
determinar si este esquema tiene efectos en los ganglios linfaticos y/o en otros parametros de la
respuesta inmune (respuesta humoral y respuesta innata, por ejemplo). Si bien la aplicacién
intraperitoneal de drogas no es frecuente en pacientes, existe una versiéon inyectable del ATRA que
podria llegar a utilizarse si se determinara que la via i.p. es mas efectiva que la oral o en caso de que los
pacientes estuvieran impedidos de tragar (por ejemplo, por estar intubados) [144].
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7. Integracion y Conclusiones

Las infecciones secundarias debidas a la inmunosupresion post-sepsis son una causa importante
de muerte en pacientes sépticos. Las estrategias dirigidas al restablecimiento de las funciones inmunes
ofrecen una nueva perspectiva.

El objetivo de este trabajo fue abordar desde un marco general un proceso de gran complejidad
como es el fendmeno de inmunosupresion en sepsis, utilizando para ello un modelo murino y
endotoxinas (LPS) como agente inmunosupresor. Estos fendmenos involucran una gran cantidad de
variables interconectadas entre si, siendo el conocimiento adquirido en el tema el resultado del estudio
experimental de los diferentes procesos que componen el fendbmeno, como ser el perfil de ciertas
citoquinas, determinados mecanismos celulares y humorales o bien la participacion de ciertas

poblaciones celulares.

En primer lugar demostramos que en la médula 6sea de ratones IS existia una poblacion de
células mieloides Gr-1+ CD11b+ con potencial inhibitorio sobre la proliferacién de los linfocitos T, siendo
este proceso dependiente del contacto o cercania célula-célula debido a la liberacién por parte de las
mismas de factores inhibitorios solubles al medio (ON e IROS) y que en un contexto de
inmunosupresion, estas células Gr-1+ CD11b+ son capaces de migrar a ganglios linfaticos para ejercer
su funcién supresora, a través del aumento de la expresion del receptor de "homing™ a ganglio CCR7 .

El siguiente modelo, representa lo explicado anteriormente:
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Modelo 1. Esquema representativo del escenario inmunolégico en un ratén inmunosuprimido con LPS, en la medula
O6sea y ganglios linfaticos. En la médula 6sea el estimulo crénico con LPS aumenta la mielopoyesis, produciendo una mayor
produccion y liberacién de progenitores mieloides a circulacién a partir de Stem cells hematopoyéticas. La salida de estas
células mieloides inmaduras (MDSC: Gr-1 high y low CD11b+), muchas de ellas con potencial supresor, poseen el receptor
CCR7 aumentado, permitiéndoles migrar por ejemplo a ganglios linfaticos IS e inhibiendo alli la proliferacién de linfocitos T
mediante la produccion de IROS, ON y Arginasa-1 (Arg-1) . Ademas, en los ganglios de los ratones IS, la relacion linfocito/
MDSC es menor respecto a los ganglios linfaticos de ratones Controles, el nimero de linfocitos T CD4+ y CD8+, al igual que los
linfocitos B CD19+ estan disminuidos y la respuesta de anticuerpos es menor respecto a los ratones Controles.

En sentido con lo anterior, el tratamiento con una droga inmunomoduladora como el ATRA
demostrd ser una atractiva estrategia de reversién de parametros de inmunosupresion. En consecuencia,
el uso del ATRA en forma oral evidencié claros efectos en el restablecimiento de la proliferaciéon de
linfocitos T in vitro, la cual se encontraba disminuida en los ratones IS y esto se asocié a una disminucién
del nimero de células Gr-1+ CD11b+ supresoras vivas en ganglios linfaticos de ratones IS, acompanado
de una modulacién de otras poblaciones celulares como los linfocitos T CD4+, CD8+ y B CD19+, los
cuales incrementaron su numero en los ratones IS que recibieron el tratamiento con el ATRA. Esta
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restitucion de la proporcién normal entre poblaciones efectoras: poblaciones supresoras (linfocitos:
MDSC, Gr-1+ CD11b+ supresoras) podria explicar, en parte, los efectos del ATRA en la mejora de la

inmunocompetencia en un modelo de la inmunosupresion inducida por la exposicion crénica a LPS.

LPS
ATRA

CD1lc 0

Ganglio Ojgy Apoptosis

fe,, .
c’ac,'.
. OI? ?D S 2
Expansion L‘ \ Efecto directo??
I Respuesta

/ de anticuerpos
D19 7

\\

®
I Proliferacion T o

CD8
)

Linfocito
MDSC

Modelo 2. Esquema representativo del escenario inmunolégico en los ganglios linfaticos de un ratén inmunosuprimido
con LPS y tratado con ATRA. El tratamiento con ATRA a los ratones IS provocé por un lado una expansion generalizada de
células entre ellas linfocitos T y B y también un aumento de las MDSC (Gr-1+ CD11b+ supresoras), sin embargo, en esta
poblacién en particular, paralelamente el ATRA provoc6é un aumento de la apoptosis celular, generando como resultado neto
una disminucién del numero de MDSC y un aumento de los linfocitos, permitiendo de esta forma, el incremento de la respuesta
de anticuerpos y un restablecimiento de la proliferacion de linfocitos T. La disminucién de de las MDSC, puede deberse en parte
a los efectos pro-apoptoticos del ATRA sobre las MDSC (queda estudiar si son directos o indirectos) y por el otro lado si existen
mecanismos de diferenciacion de esas MDSC hacia formas maduras como las células dendriticas o macroéfagos.

Por otro lado, al estudiar otro érgano linfatico secundario como es el bazo, administrando ATRA
via oral, no observamos los efectos observados en los ganglios IS inoculados con ATRA mediante la
misma via. Sin embargo, al administrar el ATRA intraperitonealmente (i.p) en el bazo de ratones IS,

observamos una clara reversion de los parametros medidos de modo similar al observado en los
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ganglios IS tratados oralmente con ATRA. Este resultado evidencio, sin dudas, un efecto diferencial
segun la via de administracion de la droga y planted un interesante nuevo escenario sobre el estudio de
los efectos inmunomoduladores del ATRA érgano-especifico. Por lo tanto, creemos que también es muy
importante estudiar parametros que involucren una respuesta coordinada global de un grupo de células
o eventos, en lugar de estudiar una célula aislada o incluso un érgano, en el momento de evaluar los

efectos de un farmaco o interpretar la eficacia de un tratamiento.

En este sentido, el ATRA también mejor6 la eliminacion de un foco bacteriano y la respuesta
inmune humoral, dos funciones sumamente criticas de las respuestas inmunes para la defensa contra
bacterias extracelulares causantes de la mayoria de las infecciones oportunistas. En el caso de la
resolucion de un foco infeccioso, esto se asocié a un mayor numero de PMN activados en el sitio de
infeccion. En el caso de la respuesta humoral primaria, el ATRA también fue efectivo al administrarlo

luego de establecer la inmunosupresion, en presencia o ausencia de un estimulo inflamatorio persistente.

En conjunto los resultados presentados en este trabajo demostraron que el ATRA restaura la
inmunocompetencia, modulando el nimero de leucocitos y la supervivencia de células Gr-1+ CD11b+
supresoras en ganglios linfaticos y bazo, mejora la respuesta humoral y la respuesta inmune innata.
Nuestros resultados, junto con la evidencia clinica de deficiencia de vitamina A en pacientes sépticos,
sefalan al ATRA como un potencial tratamiento beneficioso para mejorar la respuesta inmune y prevenir

las infecciones oportunistas en la inmunosupresion de la sepsis tardia.

Finalmente, cabe mencionar que el aporte cientifico contribuye sustancialmente al avance de la
medicina, pero particularmente en el caso de la sepsis, para obtener grandes logros en contrarrestar
esta enfermedad se debe tomar absoluta conciencia por el personal médico y de apoyo de las UCI, asi
como también de los familiares que visitan a pacientes en terapia, de la importancia de la higiene y de
tratar de mantener las condiciones asépticas en el mayor grado posible. El simple hecho de lavarse las
manos y desinfectarlas cada vez que se visita a un familiar en terapia y que el personal médico utilice lo
menos posible material invasivo (canulas, catéteres, intubaciones) en el paciente, reduce
significativamente el numero de muertes por sepsis. Esto sumado al avance cientifico, constituye un
elemento central en la prevencion y tratamiento de las infecciones primarias o secundarias de los

pacientes internados en UCI.

104



BIBLIOGRAFIA




Bibliografia | 2014

8. Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Gentile, L.F., et al., Persistent inflammation and immunosuppression: A common syndrome and
new horizon for surgical intensive care. J Trauma Acute Care Surg, 2012. 72(6): p. 1491-501.

Hotchkiss, R.S., et al., The sepsis seesaw: tilting toward immunosuppression. Nat Med, 2009.
15(5): p. 496-7.

Pasatiempo, A.M., et al., Antibody production in vitamin A-depleted rats is impaired after
immunization with bacterial polysaccharide or protein antigens. FASEB J, 1990. 4(8): p. 2518-27.

Mirza, N., et al., All-trans-retinoic acid improves differentiation of myeloid cells and immune
response in cancer patients. Cancer Res, 2006. 66(18): p. 9299-307.

Maynard, C.L., et al., Contrasting roles for all-trans retinoic acid in TGF-beta-mediated induction
of Foxp3 and 1110 genes in developing regulatory T cells. J Exp Med, 2009. 206(2): p. 343-57.

Aoyama, K., et al., Inhibiting retinoic acid signaling ameliorates graft-versus-host disease by
modifying T-cell differentiation and intestinal migration. Blood. 122(12): p. 2125-34.

Rearte, B., et al., Differential effects of glucocorticoids in the establishment and maintenance of
endotoxin tolerance. Clin Exp Immunol, 2010. 159(2): p. 208-16.

Bone, R.C., Why new definitions of sepsis and organ failure are needed. Am J Med, 1993. 95(4):
p. 348-50.

Willatts, S.M., D.C. Speller, and R.J. Winter, Incidence of gram-negative bacteraemia in sepsis
syndrome. Implications for immunotherapy. Anaesthesia, 1994. 49(9): p. 751-4.

Vincent, J.L., et al., Sepsis in European intensive care units: results of the SOAP study. Crit Care
Med, 2006. 34(2): p. 344-53.

Bone, R.C., A personal experience with SIRS and MODS. Crit Care Med, 1996. 24(8): p. 1417-8.

Hotchkiss, R.S. and I.E. Karl, The pathophysiology and treatment of sepsis. N Engl J Med, 2003.
348(2): p. 138-50.

Monneret, G., et al., Marked elevation of human circulating CD4+CD25+ regulatory T cells in
sepsis-induced immunoparalysis. Crit Care Med, 2003. 31(7): p. 2068-71.

Luyt, C.E., et al., Herpes simplex virus lung infection in patients undergoing prolonged mechanical
ventilation. Am J Respir Crit Care Med, 2007. 175(9): p. 935-42.

Oberholzer, A., C. Oberholzer, and L.L. Moldawer, Sepsis syndromes: understanding the role of
innate and acquired immunity. Shock, 2001. 16(2): p. 83-96.

Natanson, C., et al., Selected treatment strategies for septic shock based on proposed
mechanisms of pathogenesis. Ann Intern Med, 1994. 120(9): p. 771-83.

106



Bibliografia | 2014

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Opal, S.M. and A.S. Cross, Clinical trials for severe sepsis. Past failures, and future hopes. Infect
Dis Clin North Am, 1999. 13(2): p. 285-97, vii.

Docke, W.D., et al., Monocyte deactivation in septic patients: restoration by IFN-gamma
treatment. Nat Med, 1997. 3(6): p. 678-81.

Ribeiro Nogueira, C., et al., Serum concentrations of vitamin A and oxidative stress in critically ill
patients with sepsis. Nutr Hosp, 2009. 24(3): p. 312-7.

Hotchkiss, R.S., et al., Apoptotic cell death in patients with sepsis, shock, and multiple organ
dysfunction. Crit Care Med, 1999. 27(7): p. 1230-51.

Le Tulzo, Y., et al., Early circulating lymphocyte apoptosis in human septic shock is associated
with poor outcome. Shock, 2002. 18(6): p. 487-94.

Ding, Y., et al., Polymicrobial sepsis induces divergent effects on splenic and peritoneal dendritic
cell function in mice. Shock, 2004. 22(2): p. 137-44.

Hotchkiss, R.S., et al., Depletion of dendritic cells, but not macrophages, in patients with sepsis. J
Immunol, 2002. 168(5): p. 2493-500.

Flohe, S., et al., Influence of surgical intervention in the immune response of severely injured
patients. Intensive Care Med, 2004. 30(1): p. 96-102.

Jia, S.H., et al., Pre-B cell colony-enhancing factor inhibits neutrophil apoptosis in experimental
inflammation and clinical sepsis. J Clin Invest, 2004. 113(9): p. 1318-27.

Kaufmann, A., D. Gemsa, and H. Sprenger, Differential desensitization of lipopolysaccharide-
inducible chemokine gene expression in human monocytes and macrophages. Eur J Immunol,
2000. 30(6): p. 1562-7.

Munoz, C., et al., Dysregulation of in vitro cytokine production by monocytes during sepsis. J Clin
Invest, 1991. 88(5): p. 1747-54.

Astiz, M.E., et al., Monophosphoryl lipid A induces tolerance to the lethal hemodynamic effects of
endotoxemia. Circ Shock, 1991. 33(2): p. 92-7.

Ayala, A., Lymphoid apoptosis during sepsis: now that we've found it, what do we do with it? Crit
Care Med, 1997. 25(8): p. 1261-2.

van den Berk, J.M., et al., Low HLA-DR expression on monocytes as a prognostic marker for
bacterial sepsis after liver transplantation. Transplantation, 1997. 63(12): p. 1846-8.

Adib-Conquy, M., et al., NF-kappaB expression in mononuclear cells of patients with sepsis
resembles that observed in lipopolysaccharide tolerance. Am J Respir Crit Care Med, 2000.
162(5): p. 1877-88.

Escoll, P., et al., Rapid up-regulation of IRAK-M expression following a second endotoxin

challenge in human monocytes and in monocytes isolated from septic patients. Biochem Biophys
Res Commun, 2003. 311(2): p. 465-72.

107



Bibliografia | 2014

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Prins, J.M., et al., Release of tumor necrosis factor alpha and interleukin 6 during antibiotic killing
of Escherichia coli in whole blood: influence of antibiotic class, antibiotic concentration, and
presence of septic serum. Infect Immun, 1995. 63(6): p. 2236-42.

Cavaillon, J.M., "Septic Plasma": an immunosuppressive milieu. Am J Respir Crit Care Med,
2002. 166(11): p. 1417-8.

Waage, A., et al., The complex pattern of cytokines in serum from patients with meningococcal
septic shock. Association between interleukin 6, interleukin 1, and fatal outcome. J Exp Med,
1989. 169(1): p. 333-8.

Ayala, A., et al., Role of interleukin 6 and transforming growth factor-beta in the induction of
depressed splenocyte responses following sepsis. Arch Surg, 1993. 128(1): p. 89-94; discussion
94-5.

Chen, F., et al., Inhibition of Tgf beta signaling by endogenous retinoic acid is essential for
primary lung bud induction. Development, 2007. 134(16): p. 2969-79.

Asehnoune, K., et al., Influence of resuscitation volume on blood cells TNF production in a murine
model of haemorrhage. Resuscitation, 2006. 68(1): p. 127-33.

Ramer-Quinn, D.S., R.A. Baker, and V.M. Sanders, Activated T helper 1 and T helper 2 cells
differentially express the beta-2-adrenergic receptor: a mechanism for selective modulation of T
helper 1 cell cytokine production. J Immunol, 1997. 159(10): p. 4857-67.

Nathan, C., Points of control in inflammation. Nature, 2002. 420(6917): p. 846-52.

Beutler, B. and E.T. Rietschel, Innate immune sensing and its roots: the story of endotoxin. Nat
Rev Immunol, 2003. 3(2): p. 169-76.

Cavaillon, J.M. and M. Adib-Conquy, Bench-to-bedside review: endotoxin tolerance as a model of
leukocyte reprogramming in sepsis. Crit Care, 2006. 10(5): p. 233.

Fan, H. and J.A. Cook, Molecular mechanisms of endotoxin tolerance. J Endotoxin Res, 2004.
10(2): p. 71-84.

Ziegler-Heitbrock, H.W., Molecular mechanism in tolerance to lipopolysaccharide. J Inflamm,
1995. 45(1): p. 13-26.

Makhija, R. and A.N. Kingsnorth, Cytokine storm in acute pancreatitis. J Hepatobiliary Pancreat
Surg, 2002. 9(4): p. 401-10.

Ulloa, L. and K.J. Tracey, The "cytokine profile": a code for sepsis. Trends Mol Med, 2005. 11(2):
p. 56-63.

Fujihara, M., et al., Molecular mechanisms of macrophage activation and deactivation by
lipopolysaccharide: roles of the receptor complex. Pharmacol Ther, 2003. 100(2): p. 171-94.

Monneret, G., et al., Monitoring immune dysfunctions in the septic patient: a new skin for the old
ceremony. Mol Med, 2008. 14(1-2): p. 64-78.

108



Bibliografia | 2014

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Fainboim and J. Geffner, eds. Introduccion a la Inmunologia Humana. Editorial Panamericana ed.
2011.

Opdenakker, G., W.E. Fibbe, and J. Van Damme, The molecular basis of leukocytosis. Immunol
Today, 1998. 19(4): p. 182-9.

Wang, S.Y., et al., Effect of lipopolysaccharide on the production of colony-stimulating factors by
the stromal cells in long-term bone marrow culture. Exp Hematol, 1991. 19(2): p. 122-7.

Tanabe, M.J. and M. Nakano, Effect of anti-la serum in vitro on lipopolysaccharide-induced
proliferative responses of murine bone marrow and spleen cells. Microbiol Immunol, 1982. 26(8):
p. 713-21.

Lieschke, G.J. and A.W. Burgess, Granulocyte colony-stimulating factor and granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (1). N Engl J Med, 1992. 327(1): p. 28-35.

Ross, M. and Pawlina, eds. Histologia. Editorial Panamericana ed. 2008.

Young, M.R., M. Newby, and H.T. Wepsic, Hematopoiesis and suppressor bone marrow cells in
mice bearing large metastatic Lewis lung carcinoma tumors. Cancer Res, 1987. 47(1): p. 100-5.

Buessow, S.C., R.D. Paul, and D.M. Lopez, Influence of mammary tumor progression on
phenotype and function of spleen and in situ lymphocytes in mice. J Natl Cancer Inst, 1984. 73(1):
p. 249-55.

Seung, L.P., et al., Synergy between T-cell immunity and inhibition of paracrine stimulation
causes tumor rejection. Proc Natl Acad Sci U S A, 1995. 92(14): p. 6254-8.

Murdoch, C., et al., The role of myeloid cells in the promotion of tumour angiogenesis. Nat Rev
Cancer, 2008. 8(8): p. 618-31.

Youn, J.l, et al., Subsets of myeloid-derived suppressor cells in tumor-bearing mice. J Immunol,
2008. 181(8): p. 5791-802.

Bronte, V. and P. Zanovello, Regulation of imnmune responses by L-arginine metabolism. Nat Rev
Immunol, 2005. 5(8): p. 641-54.

Rodriguez, P.C. and A.C. Ochoa, Arginine regulation by myeloid derived suppressor cells and
tolerance in cancer: mechanisms and therapeutic perspectives. Immunol Rev, 2008. 222: p. 180-
91.

Rodriguez, P.C., et al., Regulation of T cell receptor CD3zeta chain expression by L-arginine. J
Biol Chem, 2002. 277(24): p. 21123-9.

Rodriguez, P.C., D.G. Quiceno, and A.C. Ochoa, L-arginine availability regulates T-lymphocyte
cell-cycle progression. Blood, 2007. 109(4): p. 1568-73.

Bingisser, R.M., et al., Macrophage-derived nitric oxide regulates T cell activation via reversible
disruption of the Jak3/STAT5 signaling pathway. J Immunol, 1998. 160(12): p. 5729-34.

Dietlin, T.A., et al., Mycobacteria-induced Gr-1+ subsets from distinct myeloid lineages have
opposite effects on T cell expansion. J Leukoc Biol, 2007. 81(5): p. 1205-12.

109



Bibliografia | 2014

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Goni, O., P. Alcaide, and M. Fresno, Immunosuppression during acute Trypanosoma cruzi
infection: involvement of Ly6G (Gr1(+))CD11b(+ )immature myeloid suppressor cells. Int
Immunol, 2002. 14(10): p. 1125-34.

Corzo, C.A., et al., Mechanism regulating reactive oxygen species in tumor-induced myeloid-
derived suppressor cells. J Immunol, 2009. 182(9): p. 5693-701.

Cooke, M.S., et al., Oxidative DNA damage: mechanisms, mutation, and disease. FASEB J,
2003. 17(10): p. 1195-214.

Pacher, P., J.S. Beckman, and L. Liaudet, Nitric oxide and peroxynitrite in health and disease.
Physiol Rev, 2007. 87(1): p. 315-424.

Brito, C., et al., Peroxynitrite inhibits T lymphocyte activation and proliferation by promoting
impairment of tyrosine phosphorylation and peroxynitrite-driven apoptotic death. J Immunol, 1999.
162(6): p. 3356-66.

Angulo, I., et al., Nitric oxide-producing CD11b(+)Ly-6G(Gr-1)(+)CD31(ER-MP12)(+) cells in the
spleen of cyclophosphamide-treated mice: implications for T-cell responses in
immunosuppressed mice. Blood, 2000. 95(1): p. 212-20.

Pan, P.Y., et al., Reversion of immune tolerance in advanced malignancy: modulation of myeloid-
derived suppressor cell development by blockade of stem-cell factor function. Blood, 2008.
111(1): p. 219-28.

Gabrilovich, D., et al., Vascular endothelial growth factor inhibits the development of dendritic
cells and dramatically affects the differentiation of multiple hematopoietic lineages in vivo. Blood,
1998. 92(11): p. 4150-66.

Delano, M.J., et al., MyD88-dependent expansion of an immature GR-1(+)CD11b(+) population
induces T cell suppression and Th2 polarization in sepsis. J Exp Med, 2007. 204(6): p. 1463-74.

Gabrilovich, D.I. and S. Nagaraj, Myeloid-derived suppressor cells as regulators of the immune
system. Nat Rev Immunol, 2009. 9(3): p. 162-74.

Van Dorp, D.A. and J.F. Arens, Biological activity of vitamin A acid. Nature, 1946. 158: p. 60.

Arens, J.F. and D.A. Van Dorp, Activity of vitamin A-acid in the rat. Nature, 1946. 158(4018): p.
622.

Harrison, E.H., Mechanisms of digestion and absorption of dietary vitamin A. Annu Rev Nutr,
2005. 25: p. 87-103.

Blomhoff, R. and H.K. Blomhoff, Overview of retinoid metabolism and function. J Neurobiol, 2006.
66(7): p. 606-30.

Jaensson-Gyllenback, E., et al., Bile retinoids imprint intestinal CD103+ dendritic cells with the
ability to generate gut-tropic T cells. Mucosal Immunol. 4(4): p. 438-47.

Stephensen, C.B., Vitamin A, infection, and immune function. Annu Rev Nutr, 2001. 21: p. 167-
92.

110



Bibliografia | 2014

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

McCullough, F.S., C.A. Northrop-Clewes, and D.l. Thurnham, The effect of vitamin A on epithelial
integrity. Proc Nutr Soc, 1999. 58(2): p. 289-93.

Hall, J.A., et al., The role of retinoic acid in tolerance and immunity. Immunity. 35(1): p. 13-22.

Semba, R.D., Vitamin A and human immunodeficiency virus infection. Proc Nutr Soc, 1997.
56(1B): p. 459-69.

Gabrilovich, D.1., et al., Mechanism of immune dysfunction in cancer mediated by immature Gr-1+
myeloid cells. J Immunol, 2001. 166(9): p. 5398-406.

lwata, M., Retinoic acid production by intestinal dendritic cells and its role in T-cell trafficking.
Semin Immunol, 2009. 21(1): p. 8-13.

Kim, C.H., Roles of retinoic acid in induction of immunity and immune tolerance. Endocr Metab
Immune Disord Drug Targets, 2008. 8(4): p. 289-94.

Noy, N., Between death and survival: retinoic acid in regulation of apoptosis. Annu Rev Nutr. 30:
p. 201-17.

Hiraga, H., et al., All-trans-retinoic acid (atRA) increases host resistance to Listeria
monocytogenes infection. 2007: p. S244—S252.

Nefedova, Y., et al., Mechanism of all-trans retinoic acid effect on tumor-associated myeloid-
derived suppressor cells. Cancer Res, 2007. 67(22): p. 11021-8.

Kusmartsev, S., et al., All-trans-retinoic acid eliminates immature myeloid cells from tumor-
bearing mice and improves the effect of vaccination. Cancer Res, 2003. 63(15): p. 4441-9.

Loveland, B.E., et al., Validation of the MTT dye assay for enumeration of cells in proliferative and
antiproliferative assays. Biochem Int, 1992. 27(3): p. 501-10.

Munder, M., et al., Th1/Th2-regulated expression of arginase isoforms in murine macrophages
and dendritic cells. J Immunol, 1999. 163(7): p. 3771-7.

Mulligan, M.S., et al., Inhibition of lung inflammatory reactions in rats by an anti-human IL-8
antibody. J Immunol, 1993. 150(12): p. 5585-95.

Hotchkiss, R.S., et al., Sepsis-induced apoptosis causes progressive profound depletion of B and
CD4+ T lymphocytes in humans. J Immunol, 2001. 166(11): p. 6952-63.

Almand, B., et al., Increased production of immature myeloid cells in cancer patients: a
mechanism of immunosuppression in cancer. J Immunol, 2001. 166(1): p. 678-89.

Nystrom, P.O., The systemic inflammatory response syndrome: definitions and aetiology. J
Antimicrob Chemother, 1998. 41 Suppl A: p. 1-7.

Ostrand-Rosenberg, S. and P. Sinha, Myeloid-derived suppressor cells: linking inflammation and
cancer. J Immunol, 2009. 182(8): p. 4499-506.

Rajan, G. and J.W. Sleigh, Lymphocyte counts and the development of nosocomial sepsis.
Intensive Care Med, 1997. 23(11): p. 1187.

111



Bibliografia | 2014

100. Devaux, Y., et al., Retinoic acid and host-pathogen interactions: effects on inducible nitric oxide
synthase in vivo. Am J Physiol Endocrinol Metab, 2000. 279(5): p. E1045-53.

101. Chapoval, A.l., et al., CSF-1 (M-CSF) differentially sensitizes mononuclear phagocyte
subpopulations to endotoxin in vivo: a potential pathway that regulates the severity of gram-
negative infections. J Leukoc Biol, 1998. 63(2): p. 245-52.

102. Copeland, S., et al., Acute inflammatory response to endotoxin in mice and humans. Clin Diagn
Lab Immunol, 2005. 12(1): p. 60-7.

103. Craciun, F.L., E.R. Schuller, and D.G. Remick, Early enhanced local neutrophil recruitment in
peritonitis-induced sepsis improves bacterial clearance and survival. J Immunol. 2010.185(11): p.
6930-8.

104. Skrupky, L.P., P.W. Kerby, and R.S. Hotchkiss, Advances in the management of sepsis and the
understanding of key immunologic defects. Anesthesiology. 2011.115(6): p. 1349-62.

105. Hotchkiss, R.S., G. Monneret, and D. Payen, Immunosuppression in sepsis: a novel
understanding of the disorder and a new therapeutic approach. Lancet Infect Dis. 2013. 13(3): p.
260-8.

106. Nemzek, J.A., K.M. Hugunin, and M.R. Opp, Modeling sepsis in the laboratory: merging sound
science with animal well-being. Comp Med, 2008. 58(2): p. 120-8.

107. Mohr, A., et al., Sepsis leads to a reduced antigen-specific primary antibody response. Eur J
Immunol, 2012. 42(2): p. 341-52.

108. Turrel, F., et al., Innovative therapeutic strategies for restoring lymphocyte functions in septic
patients. Inflamm Allergy Drug Targets, 2008. 7(3): p. 181-6.

109. Greten, T.F., M.P. Manns, and F. Korangy, Myeloid derived suppressor cells in human diseases.
Int Immunopharmacol. 2011.11(7): p. 802-7.

110. Talmadge, J.E., Pathways mediating the expansion and immunosuppressive activity of myeloid-
derived suppressor cells and their relevance to cancer therapy. Clin Cancer Res, 2007. 13(18 Pt
1): p. 5243-8.

111.  Nagaraj, S. and D.l. Gabrilovich, Tumor escape mechanism governed by myeloid-derived
suppressor cells. Cancer Res, 2008. 68(8): p. 2561-3.

112. Nagaraj, S., J.I. Youn, and D.I. Gabrilovich, Reciprocal relationship between myeloid-derived
suppressor cells and T cells. J Immunol. 2013.191(1): p. 17-28.

113.  Liu, X., et al., Diffusion-limited reaction of free nitric oxide with erythrocytes. J Biol Chem, 1998.
273(30): p. 18709-13.

114. Ford, P.C., D.A. Wink, and D.M. Stanbury, Autoxidation kinetics of aqueous nitric oxide. FEBS
Lett, 1993. 326(1-3): p. 1-3.

115. Bogdan, C., Regulation of lymphocytes by nitric oxide. Methods Mol Biol. 2011.677: p. 375-93.

112



Bibliografia | 2014

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

He, N., et al., Bone marrow vascular niche: home for hematopoietic stem cells. Bone Marrow Res.
2014: p. 128436.

Cyster, J.G., Chemokines and cell migration in secondary lymphoid organs. Science, 1999.
286(5447): p. 2098-102.

Baekkevold, E.S., et al., The CCR7 ligand elc (CCL19) is transcytosed in high endothelial venules
and mediates T cell recruitment. J Exp Med, 2001. 193(9): p. 1105-12.

Campbell, J.J., et al., Chemokines and the arrest of lymphocytes rolling under flow conditions.
Science, 1998. 279(5349): p. 381-4.

Irino, T., et al., CC-Chemokine receptor CCR7: a key molecule for lymph node metastasis in
esophageal squamous cell carcinoma. BMC Cancer.2014. 14: p. 291.

Gonzalez, F.E., et al., Melanoma cell lysate induces CCR7 expression and in vivo migration to
draining lymph nodes of therapeutic human dendritic cells. Immunology. 142(3): p. 396-405.

Cuenca, A.G., et al., A paradoxical role for myeloid-derived suppressor cells in sepsis and
trauma. Mol Med, 2011. 17(3-4): p. 281-92.

Sakashita, A., et al., Granulocyte colony-stimulating factor, not granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, co-operates with retinoic acid on the induction of functional N-formyl-methionyl-
phenylalanine receptors in HL-60 cells. Leukemia, 1991. 5(1): p. 26-31.

Neves, F.F., et al., Recommended dose for repair of serum vitamin A levels in patients with HIV
infection/AIDS may be insufficient because of high urinary losses. Nutrition, 2006. 22(5): p. 483-9.

Battle, T.E., et al., Retinoic acid-induced bir1 expression requires RARalpha, RXR, and MAPK
activation and uses ERK2 but not JNK/SAPK to accelerate cell differentiation. Eur J Cell Biol,
2001. 80(1): p. 59-67.

Sepulveda, J.C., et al., [All-trans retinoic acid induces apoptosis in human mesangial cells:
involvement of stress activated p38 kinase]. Nefrologia, 2005. 25(2): p. 131-6, 138, 140.

Altucci, L., et al., Retinoic acid-induced apoptosis in leukemia cells is mediated by paracrine
action of tumor-selective death ligand TRAIL. Nat Med, 2001. 7(6): p. 680-6.

Hammerschmidt, S.I., et al., Retinoic acid induces homing of protective T and B cells to the gut
after subcutaneous immunization in mice. J Clin Invest. 2011.121(8): p. 3051-61.

Sun, Z., et al., Requirement for RORgamma in thymocyte survival and lymphoid organ
development. Science, 2000. 288(5475): p. 2369-73.

Dzhagalov, I., V. Giguere, and Y.W. He, Lymphocyte development and function in the absence of
retinoic acid-related orphan receptor alpha. J Immunol, 2004. 173(5): p. 2952-9.

Jetten, A .M., Retinoid-related orphan receptors (RORSs): critical roles in development, immunity,
circadian rhythm, and cellular metabolism. Nucl Recept Signal, 2009. 7: p. e003.

Yi, J.S., M.A. Cox, and A.J. Zajac, T-cell exhaustion: characteristics, causes and conversion.
Immunology, 2010. 129(4): p. 474-81.

113



Bibliografia | 2014

133.  Wheelwright, M., et al., All-trans retinoic acid-triggered antimicrobial activity against
Mycobacterium tuberculosis is dependent on NPC2. J Immunol.2014. 192(5): p. 2280-90.

134. Minet-Quinard, R., et al., Neutrophils are immune cells preferentially targeted by retinoic acid in
elderly subjects. Immun Ageing.2010. 7: p. 10.

135. Anderson, B.O., et al., Marginating neutrophils are reversibly adherent to normal lung
endothelium. Surgery, 1991. 109(1): p. 51-61.

136. Doerschuk, C.M., et al., Marginated pool of neutrophils in rabbit lungs. J Appl Physiol, 1987.
63(5): p. 1806-15.

137. Peters, A.M., et al., Quantification of the distribution of the marginating granulocyte pool in man.
Scand J Haematol, 1985. 34(2): p. 111-20.

138. Krueger, J.G., R.A. Segal, and R.C. Moyer, Differences in the responsiveness of splenic, lymph
node, and peripheral blood lymphoid cells to tumor membrane extracts. Cancer Res, 1977. 37(1):
p. 320-2.

139. Yokochi, T., et al., Differential response of B cells in the lymph node and the spleen to bacterial
lipopolysaccharide. Cell Immunol, 1990. 128(1): p. 79-88.

140. Taub, R.N. and E.M. Lance, Effects of heterologous anti-lymphocyte serum on the distribution of
51-Cr-labelled lymph node cells in mice. Immunology, 1968. 15(5): p. 633-42.

141.  Schlesinger, M., Z. Shlomai-Korzash, and E. Israel, Antigenic differences between spleen-seeking
and lymph node-seeking thymus cells. Eur J Immunol, 1973. 3(6): p. 335-9.

142. Apte, R.N., C. Galanos, and D.H. Pluznik, Lipid A, the active part of bacterial endotoxins in
inducing serum colony stimulating activity and proliferation of splenic granulocyte/macrophage
progenitor cells. J Cell Physiol, 1976. 87(1): p. 71-8.

143. Adamson, P.C., et al., Pharmacokinetics of all-trans-retinoic acid administered on an intermittent
schedule. J Clin Oncol, 1995. 13(5): p. 1238-41.

144. Ozpolat, B., et al., Pharmacokinetics of intravenously administered liposomal all-trans-retinoic

acid (ATRA) and orally administered ATRA in healthy volunteers. J Pharm Pharm Sci, 2003. 6(2):
p. 292-301.

114



	Portada
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice
	Abreviaciones
	Hipótesis y Objetivos
	Introducción
	Materiales y Métodos
	I. Alteración de distintos parámetros inmunológicos en el estado de inmunosupresión por inoculación crónica de LPS en un modelo murino
	II. Estudio de la potencialidad supresora y mecanismos inhibitorios de las Gr-1+ CD11b+ en médula ósea
	III. Utilización del Ácido All-trans Retinoico (ATRA) como estrategia de reversión de la inmunosupresión en el modelo murino por inoculación crónica de LPS
	IV. Análisis de la respuesta Inmune Innata por el tratamiento con ATRA en ratones inmunosuprimidos
	V. Respuesta inmune humoral primaria frente a distintos esquemas de administración del ATRA. ¨Enfoque clínico del tratamiento en el modelo de inmunosupresión
	Discusión
	Integración y Conclusiones
	Bibliografía

