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Resumen

En la presente Tesis Doctoral abordamos el papel fisiológico del receptor AHR

en diferentes órganos y patoloǵıas, estudiando el papel de esta protéına en dos

procesos de elevada relevancia fisiológica.

En el primer caṕıtulo, estudiamos la implicación de Ahr en la regeneración

hepática, utilizando como modelo la hepatectomı́a parcial de 2/3 del h́ıgado

(HPx). Los ratones carentes de Ahr mostraron una regeneración del h́ıgado más

eficiente. De este modo, tratamientos farmacológicos dirigidos a la inhibición

transitoria del receptor podŕıan ser una estrategia terapéutica prometedora para

acelerar la regeneración del h́ıgado en diferentes contextos donde la integridad

hepática se vea comprometida.

En el segundo caṕıtulo, investigamos el papel de Ahr en la modulación del

sistema inmune durante la esclerosis múltiple, empleando como modelo la Ence-

falitis Autoinmune Experimental (EAE). En células dendŕıticas la señalización

de Ahr controló la diferenciación y expansión de células T reguladoras. Aśı, en

el contexto de la esclerósis múltiple, Ahr tendŕıa un papel cĺınicamente relevante

enfocado en el desarrollo de tratamientos inmunomodulares.
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regenerativo de ratones silvestres hepatectomizados . . . . . 65

1.5. Discusión I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69

1.6. Conclusiones I / Conclusions I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77

2. Implicación del receptor de aril hidrocarburos Ahr en la Escle-
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2.2.1.2. Efecto del ácido docosahexaenoico en las células
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2.3. Objetivos II . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

2.4. Resultados II . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115
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2.4.5. El tratamiento con DHA en células dendŕıticas limita las
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Índice de figuras

1. Esquema de la estructura de varios miembros de la familia de re-

guladores transcripcionales bHLH/PAS: . . . . . . . . . . . . . . . 5
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regeneración hepática. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

1.22. Regulación de AKT mediada por Ahr durante la regeneración
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. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
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vivo. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 137

M. 1.Esquema de la modificación genética en la que se basa el modelo
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M. 1.Secuencia de oligonucleótidos cebadores y condiciones del genoti-

pado de los ratones empleados en el CAPÍTULO I. . . . . . . . . . 156
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Introducción general

1. Receptor de dioxina

En 1976 Aland Poland descubrió el receptor de dioxina o AHR (Aryl Hydro-

carbon Receptor) en el citoplasma de células hepáticas de ratón, siendo descrito

como una protéına implicada en la destoxificación de xenobióticos. Identificándose

como una protéına implicada en el mecanismo de inducción de enzimas destoxi-

ficantes, como por ejemplo el citocromo P450 CYP1A1 [1], [2]. Durante los años

siguientes, se describió la translocación al núcleo del receptor dependiente de su

unión a ligandos exógenos, generalmente hidrocarburos polićıclicos aromáticos

[1], [3]. Este hallazgo y la descripción de la protéına ARNT (Aryl Hydrocarbon

Receptor Nuclear Translocator) permitieron el trazado de un mecanismo mole-

cular básico de acción del receptor [4].

A mediados de los 90, la producción de ratones mutantes por técnicas de

gen knock-out confirmaron el papel toxicológico del receptor: los ratones carentes

del receptor (Ahr-/-) eran resistentes a los efectos tóxicos y carcinogénicos de

xenobióticos como la dioxina TCDD (2,3,7,8-tetracloro-dibenzo-p-dioxina) y el

Benzo-a-pireno (BP) [5]-[7]. Numerosos estudios moleculares in vitro permitieron

definir a AHR como un factor de transcripción que se activaba por la unión a un

ligando, dentro de un gran número de compuestos xenobióticos tales como hidro-

carburos aromáticos halogenados (HAHs, Halogenated Aromatic Hydrocarbons),
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1. RECEPTOR DE DIOXINA

compuestos polićıclicos aromáticos (PAHs, Policyclic Aromatic Hydrocarbons) y

bifenilos policlorinados (PCBs, Polichlorinated Biphenyls). Muchos de estos com-

puestos son potentes tóxicos ambientales generados por la actividad humana y

sus procesos tóxicos y carcinogénicos son, en general, consecuencia de la induc-

ción de enzimas destoxificantes hepáticas de las fases I y II como citocromos P450

(CYP450) de la superfamilia 1 (CYP1A1, 1A2, 1B1 y 1S1), la aldeh́ıdo deshi-

drogenasa citosólica (ALDH3c) y la UDP glucuronosiltransferasa-1 (UGT1*06)

[6], [8], [9]. En paralelo, intensas investigaciones de los modelos murinos Knock-

out para Ahr (Ahr-/-) revelaron un inesperado papel fisiológico del receptor, pues

estos ratones presentan per se múltiples cambios fenot́ıpicos como alteraciones re-

productoras, patoloǵıas hepáticas y card́ıacas, y defectos en los sistemas vascular

e inmune [5], [10]-[15].

La búsqueda del papel fisiológico del receptor no carece de apoyo evolutivo,

ya que éste se encuentra altamente conservado entre especies de vertebrados [16],

mostrando un patrón de expresión constitutivo durante el desarrollo embrionario

y en tejidos del individuo adulto [17]. Además, el gen que lo codifica está presente

en el genoma de toda la escala de Metazoos, los cuales surgieron evolutivamente

millones de años antes de la existencia de dioxinas en la Biosfera. Por tanto, ac-

tualmente está ampliamente aceptado que AHR cumple una importante función

en la bioloǵıa, el desarrollo y las funciones fisiológicas celulares [18]-[22]. No obs-

tante, aún se desconoce buena parte de las rutas y los mecanismos moleculares,

los intermediarios con los que interacciona y los genes diana regulados por AHR

en ausencia de xenobióticos. Esto puede deberse a que sus funciones endógenas

puedan quedar enmascaradas por el uso abusivo de compuestos xenobióticos. Por

ello, la modulación de procesos toxicológicos mediada por AHR puede ser un me-

canismo adaptativo a la aparición de xenobióticos en la Biosfera, de tal manera

que su función toxicológica podŕıa representar una versión exacerbada de su fun-

ción fisiológica [23]. Aśı, por un lado, la activación de AHR por ligandos como

TCDD o BP provoca bloqueo de la replicación del DNA, parada del ciclo celular

en G0/G1 y G2/M y la inhibición de la proliferación celular [24]. Sin embargo,

por otro lado, en ausencia de estos compuestos, AHR tiene la capacidad basal de

promover la progresión del ciclo celular en fibroblastos embrionarios, ya que las

2
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células Ahr-/- presentan una menor proliferación y una mayor tasa apoptótica

que las silvestres [12], [20].

El rol de AHR como factor de transcripción ha derivado en la búsqueda de sus

dianas transcripcionales fisiológicas durante los últimos años de investigación del

receptor. Se ha demostrado que AHR participa bajo condiciones fisiológicas en el

control transcripcional de diversidad de genes como: la DNA polimerasa kappa

[25], N-miristoiltransferasa 2 [26], p27kip1 [27], Bax [28], T-Cadherina [29], c-Myc

[30], Slug/SNAI2 [31], Vav3 [32], la protéına de unión a TGFβ latente LTBP1

(Latent Tranforming Growth Factor Binding Protein-1 ) [33] y la protéına de

maduración de linfocitos B [34], entre otros. Además, el análisis de microarrays

de expresión en condiciones de presencia vs ausencia de xenobióticos ha iden-

tificado un número relevante de genes potencialmente regulados por AHR, una

fracción de los cuales está relacionada con funciones endógenas y con la homeos-

tasis celular, pero no con el metabolismo de xenobióticos [35]-[37]. Aún más, otros

estudios muestran que AHR también puede actuar como cofactor y modular la

actividad de reguladores transcripcionales relevantes en la fisioloǵıa celular, entre

ellos se encuentran los genes de pluripotencia y diferenciación, OCT4 y NANOG

[38]-[40]; NF-κ B (Nuclear factor-kappa B), que media reacciones inflamatorias y

estrés oxidativo [41]; pRb (protéına retinoblastoma fosforilada), la cual regula la

transición G1/S en el ciclo celular[42]; y el receptor de estrógenos alfa (ERα, es-

trogen receptor ), protéına con funciones en el desarrollo celular, la reproducción

y el cáncer [43], [44].

Independientemente de su función transcripcional, pero en relación con la

fisioloǵıa celular, AHR parece participar directamente en rutas de señalización

activadas por mitógenos (Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK) [45]; por

estrógenos [46], [47]; por la protéına quinasa c-Src [48], [49]; o ser constituyente

del complejo de señalización de membrana plasmática formado por la integrina

β1, c-Src, CBP/CSK y Caveolina 1 [50], [51]. Por último, se ha descrito que AHR

puede tener actividad E3 ubiquitina ligasa dependiente de ligando [52].
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1.1. Estructura proteica del receptor

En 1992 se llevó a cabo la clonación y secuenciación del gen que codifica

para AHR, lo que permitió considerarlo miembro de la superfamilia de factores

de transcripción con secuencias del tipo basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) de clase

VII. Estos factores de transcripción se activan mediante la unión de un ligando

exógeno, lo cual es una caracteŕıstica diferencial [53], [54]. Esta superfamilia de

protéınas incluye también los reguladores de la transcripción con dominio PAS:

Per (Period, protéına que mantiene el ritmo circadiano en Drosophila melano-

gaster), ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) y Sim (Single

Minded, protéına reguladora del desarrollo del sistema nervioso central de Dro-

sophila melanogaster). Por ello, a esta superfamilia de factores de transcripción

se la conoce como bHLH/PAS (basic Helix-Loop-Helix/Per-ARNT- Sim). Se sabe

que las protéınas bHLH/PAS están implicadas en el control de procesos fisiológi-

cos diversos tales como embriogénesis, desarrollo neuronal, ritmo circadiano, an-

giogénesis, metabolismo y respuesta a hipoxia [12], [55]-[59].

El dominio bHLH se localiza en el extremo amino terminal de la protéına ,

de modo que mientras que la región básica es responsable de la unión al DNA,

el dominio HLH es necesario para la heterodimerización con ARNT. Asimismo,

en el extremo amino terminal de la protéına, se ha identificado una región NLS

(Nuclear Localization Signal) la cual es reconocida por dos componentes del com-

plejo que forman el poro nuclear (Figura 1). Adicionalmente, AHR presenta dos

regiones NES (Nuclear Export Signal), una en el dominio bHLH y otra en el

dominio PAS-A; ambas ricas en leucina y reconocidas por la protéına CRM1

(Chromosome Region Maintenance 1 ) [60], [61].

En el extremo carboxilo se encuentra el segmento de homoloǵıa PAS, que está

formado por dos copias de una repetición degenerada de unos 50 aminoácidos

denominados PAS-A y PAS-B, separadas entre śı por otros 110 aminoácidos.

La región PAS-B contiene parte del dominio de unión al ligando y la región

necesaria para la interacción con el chaperón Hsp90 (Heat shock protein 90 kDa)

[62]. En el extremo C-terminal de AHR, ARNT y Sim se encuentra una región

rica en glutamina (Q), similar a los dominios de transactivación presentes en
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Figura 1: Esquema de la estructura de varios miembros de la familia

de reguladores transcripcionales bHLH/PAS: AHR y ARNT de ratón, y

SIM y PER de Drosophila melanogaster. Se indican las regiones de homoloǵıa y

los dominios funcionales de cada protéına.

otros factores de transcripción, cuya deleción no afecta a la unión al DNA ni

a la interacción con el ligando [57] . Esta región C-terminal permitiŕıa a AHR

interactuar con diversos co-activadores, no caracterizados completamente, que

determinaŕıan la tasa final de transcripción.

1.2. Mecanismo de activación y localización celular

Diversos factores tanto agentes qúımicos como biológicos, pueden modificar

la actividad transcripcional de AHR. Sin embargo, la mayor parte de los estudios

realizados se han centrado en la activación mediada por la unión de ligandos

exógenos y la consiguiente inducción de sus genes diana como Cyp1a1 y Cyp1b1.

La regulación de la actividad transcripcional de AHR en ausencia de xenobióticos

es uno de los aspectos menos conocidos de la funcionalidad de este receptor.

En la Figura 2 se recoge el mecanismo de acción propuesto para la activa-

ción transcripcional de genes dependientes de AHR tras la unión del xenobiótico

TCDD. En ausencia de TCDD, la forma inactiva de AHR se encuentra predomi-

nantemente en el citosol asociada a un complejo de chaperones moleculares que

al menos incluye (Tabla 1): dos moléculas de Hsp90, que mantienen a AHR en
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Figura 2: Modelo de transducción de señales mediadas por el hete-

rod́ımero AHR/ARNT que muestra los cambios en la distribución ce-

lular de sus componentes tras la activación por unión de ligandos [19].

Tabla 1: Relación de los componentes del complejo AHR citosólico o

nuclear y su efecto en la actividad del receptor

Factor Consecuencia funcional

Hsp90
Mantiene AHR en conformación de unión a ligando

e impide la dimerización con ARNT [63], [70]

AIP/ARA9/XAP2
Estabiliza AHR y favorece su localización cito-

plasmática [65], [71]

p23 Liberación de Hsp90 de AHR [64]

ARNT
Heterodimeriza con AHR para formar el complejo

AHR/ARNT [72]

una conformación proclive a la unión de ligando e impiden su unión temprana a

ARNT [63]; una molécula de la protéına p23, que promueve la liberación de las

Hsp90 tras la unión del ligando [64]; y una inmunofilina XAP2 (Hepatitis B virus

X-Associated Protein 2 ) [65], también conocida como ARA9 (AHR-Associated

Protein 9 ) [66] o AIP (AHR-Interacting Protein) [67]. Esta última molécula es-

tabiliza la localización citoplásmica de AHR y evita su degradación temprana v́ıa

proteosoma en ausencia de ligando [68], [69].
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Cuando AHR es activado por la unión de un ligando, se liberan del recep-

tor Hsp90 y las demás protéınas chaperonas asociadas. Entonces, se transloca al

núcleo donde se acumula, con lo que se favorece la formación de heterod́ımeros

activos AHR/ARNT en una relación molecular 1:1. Al contrario de lo que se

pensó inicialmente, y por lo que se le dio nombre, ARNT (AHR Nuclear Trans-

locator) no interviene en el proceso de translocación nuclear de AHR [73]. Los

heterod́ımeros AHR/ARNT tienen la capacidad de unión al DNA [64], [74], [75]

en secuencias consenso denominadas XREs o DREs (Xenobiotic/Dioxin Response

Elements). Principalmente, se encuentran situadas en regiones promotoras de ge-

nes diana y contribuyen a incrementar o reprimir la transcripción de los mismos

[29], [33]. La secuencia consenso establecida para el sitio XRE es 5´-GCGTG-3´
[72].

A la actividad transcripcional de los receptores nucleares del tipo de AHR con-

tribuyen también co-factores transcripcionales ubicuos (Tabla 2). En el caso de

AHR/ARNT, se ha descrito que el complejo p300/CBP (cAMP response element

binding protein, CREB) facilita la interacción entre el heterod́ımero AHR/ARNT

y los componentes de la maquinaria transcripcional asociados a la caja TATA.

Esta interacción se realiza a través de ARNT [76]. También participan varios

miembros de la familia SRC (Steroid Receptor Coactivator) que se unen a AHR

a través de la región rica en glutamina próxima a su extremo C-terminal [77]. Se

ha observado que AHR interacciona con SRC-1, NCoA-2 y p/CIP en el promotor

del gen Cyp1a1 cuando éste se encuentra unido a ligando [78]. El co-activador

RIP140 (Receptor Interacting Protein 140 ) se une a AHR y aumenta su actividad

transcripcional.

Tabla 2: Relación de las protéınas que interaccionan con AHR y su

efecto en la actividad del receptor

Factor Consecuencia funcional

SRC-1, NCoA-

2, p300/CBP,

p/CIP

Coactivadores con actividad HAT que interaccionan con

AHR y/o ARNT y facilitan la activación transcripcional

[78]

7



1. RECEPTOR DE DIOXINA

Factor Consecuencia funcional

RIP140
Se une a AHR y aumenta la transcripción de genes con

XREs [79]

SMRT, SHP
Inhibe la actividad transcripcional del complejo

AHR/ARNT [80], [81]

Brg-1

Factor que modifica histonas dependiendo de actividad

ATPasa y aumenta la transcripción mediada por el com-

plejo AHR/ARNT [82]

Med220, CDK8
Subunidades del complejo mediador involucrado en la ac-

tivación transcripcional por AHR/ARNT [83]

PolII, TBP,

TFIIB, TFIIF

Componentes de la maquinaria general de transcripción

que están directamente involucrados en la activación de

genes diana de AHR

NF-1

Factor de transcripción involucrado en la inducción del

Cyp1a1 por AHR mediante su interacción con la caja

CAAT [84]

Sp1
Aumenta la regulación de genes controlados por

AHR/ARNT [85]

ERα
Interacciona funcionalmente con AHR en regulación

génica [86]

NF-κB

Interacción entre AHR y la subunidad p65 de NF-κB.

La activación de NF-κB suprime la expresión de Cyp1a1

[41]

RB

Interacción directa entre Rb y AHR necesaria para la

máxima inducción de Cyp1a1, sugiriendo un papel de

coactivador para RB [87]-[89]

HIF-1α
La hipoxia inhibe la actividad transcripcional de AHR

por competición con ARNT [90]

Mybbp1a Se asocia con AHR y favorece la transactivación [91]

Nedd8
Interacciona con AHR aumentando su acumulación nu-

clear y su actividad transcripcional [92]
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Cuando la regulación transcripcional de los genes diana ha concluido, AHR

se disocia de ARNT, quedando accesible su región NES de exportación nuclear y

reconocible por CMR1. La unión AHR-CMR1 induce el transporte del receptor

al citosol donde es ubiquitinado y degradado por el proteasoma [69], [93], [94].

Algunos estudios han mostrado indirectamente que, aunque en ausencia de

ligando exógeno la mayor parte de AHR se localiza en el citoplasma celular, una

fracción apreciable de receptor es activamente transportada desde el citoplasma

hasta el núcleo en un flujo constante [95], [96]. En presencia del ligando exógeno,

la distribución del receptor hacia su acumulación nuclear incrementa significativa-

mente. Concretamente, en células HeLa el 15-20% del total de AHR se encuentra

localizado en el núcleo en ausencia de ligando, donde dimeriza con ARNT y es

transcripcionalmente activo [97]. A su vez, en la ĺınea celular de queratinocitos

humanos inmortalizados HaCaT [98] o en fibroblastos murinos [50], la localiza-

ción intracelular de AHR depende de la densidad celular, siendo mayoritariamente

nuclear a baja densidad y citoplasmática a confluencia.

Existen diferentes condiciones celulares en las que se produce regulación de

la actividad del receptor independiente de ligando (Tabla 2), entre ellas: (1) la

expresión del co-activador RIP140 aumenta la actividad de promotores regulados

por AHR, tanto en presencia como en ausencia de ligando [79]; (2) en cultivos de

queratinocitos [99] o de fibroblastos C3H10T1/2 [100] creciendo en monocapa, la

pérdida del contacto célula-célula provoca la activación transcripcional de AHR;

(3) el estado de fosforilación de AHR (Tabla 3) influye en su distribución celu-

lar, siendo relevante su fosforilación por protéına quinasa C (Protein Kinase C,

PKC) en los residuos Ser12 y Ser36 [97], y también afecta en su activación trans-

cripcional [101], [102]; (4) la unión de XAP2 a AHR previene su translocación

al núcleo [71] por reclutamiento de la fosfodiesterasa 2A (cGMP-dependent 3’,5’-

cyclic phosphodiesterase, PDE2A) y por reducción de los niveles locales de cAMP

[103]; y (5) la actividad transcripcional de AHR es regulada por la inhibición del

proteasoma en fibroblastos embrionarios (mouse embryonic fibroblast, MEFs) y

en células de hepatoma de ratón Hepa-1 [94], [104] a través de un mecanismo que

implica la activación de PKC por el regulador transcripcional ubicuo Sp1 [105].

En la mayoŕıa de estos mecanismos no mediados por ligando, una vez que

9
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Tabla 3: Consecuencia del estado de fosforilación en la señalización de

AHR

Factor Consecuencia funcional

PKC

Aumenta la activación transcripcional de AHR/ARNT

dependiente de ligando. El mecanismo es desconocido

[106]

c-Src
Tirosina quinasa asociada a AHR y que es activada por

ligandos del receptor [107], [108]

AMPc
Produce la acumulación de AHR en el núcleo sin que éste

interaccione con ARNT [109]

Tabla 4: Relación de los factores que interaccionan con AHR y su efecto

en la represión de actividad transcripcional de AHR

Factor Consecuencia funcional

AHRR
Regula negativamente la función de AHR al dimerizar

con ARNT y unirse a XRE [113]

AINT Se une a ARNT y disminuye su localización [114]

ADPF
Factor involucrado en la degradación proteosomal de

AHR nuclear [93], [115]

AHR es nuclear, es transcripcionalmente activo. Sin embargo, otros estudios han

sugerido una función reguladora negativa para AHR (Tabla 4). De tal modo que

al unirse a las secuencias XRE localizadas en los promotores impide el acceso de

otros factores de transcripción resultando en una represión génica [110]-[112].

Otro mecanismo que provoca la inhibición de la transcripción es el mediado

por la protéına denominada represor de AHR (AHR Repressor, AHRR) [113]

(Tabla 4). Esta protéına, con estructura del tipo bHLH, inhibe la actividad

transcripcional de AHR compitiendo con éste por la formación de heterod́ımeros

con ARNT, de tal manera que los complejos AHRR/ARNT son transcripcio-

nalmente inactivos. Su expresión génica es regulada positivamente por AHR,

pudiendo considerarse un mecanismo propio de retroalimentación negativa para

10
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evitar la sobreactivación del receptor. Aśı la activación de AHR por unión de

ligando exógeno aumenta la expresión de AHRR y, por ello, en ratones Ahr-/-

los niveles de dicho represor es dos veces menor que en ratones silvestres [116].

En relación con ARNT, estudios inmunohistoqúımicos han mostrado que esta

protéına se localiza mayoritariamente en el núcleo. La activación de AHR por

TCDD no modifica su distribución celular ni su nivel de expresión [117]. Además,

al contrario de lo que se pensó inicialmente y por lo que se le dio nombre, esta

protéına no interviene en el proceso de translocación nuclear de AHR [73].

1.3. Implicación fisiológica

En el pasado AHR fue considerado un receptor “huérfano” al carecer de un

ligando endógeno conocido. Sin embargo, diversos hechos apoyan la relevancia

funcional de AHR en la fisioloǵıa celular: (1) su presencia en la escala evolutiva

mucho antes de la de compuestos polićıclicos aromáticos en la atmósfera, (2)

su expresión constitutiva en la mayoŕıa de los tipos celulares, y (3) su grado de

conservación entre diversos grupos de vertebrados tanto acuáticos como terrestres

[118].

Su significancia también puede ser justificada debido a la evidencia de que

diferentes moléculas generadas durante la homeostasis celular pueden activar su

función [119]-[121]. En este sentido, se ha puesto de manifiesto que ciertos me-

tabolitos interaccionan con AHR induciendo la transcripción de su gen diana

Cyp1a1, como pueden ser:

Metabolitos del triptófano y de otros compuestos con grupos indol [122],

[123].

Metabolitos del ácido araquidónico como la lipoxina A4 [124], [125].

La bilirrubina [126].

El 7-ceto-colesterol [127].

Algunos flavonoides [128].

Ciertas moléculas presentes en la orina como la indirrubina o el ı́ndigo [129].
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Sin embargo, estas moléculas presentan en general caracteŕısticas que los hace

candidatos poco probables a ser reguladores endógenos de AHR en la mayoŕıa

de los tejidos: bajos niveles, poco potencial inductor y una distribución celular

restringida. Dentro de este contexto, se ha propuesto que AHR pudiera haber

evolucionado como parte de un sistema inducible encargado de metabolizar sus-

tancias lipof́ılicas presentes en la dieta. Aśı los compuestos xenobióticos inducen

cambios en proliferación y diferenciación de diversos tipos de células como pro-

bable resultado de la imitación o sustitución del efecto del ligando endógeno

[130], [131]. Por tanto, las dioxinas podŕıan estar mimetizando la unión de esas

moléculas endógenas al receptor.

Numerosas observaciones experimentales secundan el papel endógeno de AHR

atendiendo a funciones celulares concretas en procesos fisiológicos y organogéni-

cos:

Su implicación en el desarrollo del h́ıgado y del sistema vascular [132]-[134].

Las alteraciones patológicas en los sistemas vascular, hepático, reproductivo

e inmune que sufren los ratones carentes del receptor (Ahr-/-) [10]-[13],

[135]-[138].

La existencia de secuencias consenso XRE altamente conservadas y locali-

zadas en regiones promotoras de genes con gran relevancia fisiológica [43],

[112].

Las alteraciones en la señalización mediada por TGFβy ácido retinoico

observadas in vitro en cultivos de fibroblastos embrionarios y en hepatocitos

primarios e in vivo en h́ıgado [20], [139]-[142].

La interacción directa o indirecta en la regulación del ciclo celular y con

otras rutas moleculares de señalización implicadas en proliferación [24],

[121], [143]-[145].

El control de la morfoloǵıa celular, la adhesión y la migración en fibro-

blastos de ratón [50], [146] y en queratinocitos en proceso de transición
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epitelio-mesénquima (Epithelial–mesenchymal transition, EMT) inducido

por TGFβ [147].

El incremento en migración epitelial y en cierre de heridas en ratones Ahr-/-

[146].

La estimulación de la respuesta angiogénica por incremento de VEGF endo-

telial (Vascular Endothelial Growth Factor)e inhibición del TGFβ estromal

[148].

La regulación de la expresión génica en procesos de EMT a través del control

de la nueva familia de retrotransposones B1 por un mecanismo que implica

a protéınas de la familia SNAIL [111], [149].

La implicación de AHR en formación de un bucle de cromatina en el locus

de Nanog durante la diferenciación de las células NTERA-2 humanas [38].

La influencia de AHR en el desarrollo y la maduración de células germinales

de test́ıculos y ovarios [136] y en el desarrollo embrionario [40].

El papel de AHR en la regulación de células madre implicadas en la regene-

ración pulmonar [150]; en la carcinogénesis y regeneración hepáticas [151];

y en la regeneración y homeostasis de la piel [152].

Un número creciente de estudios sugieren posibles nuevas rutas con las que

AHR podŕıa interaccionar. Las rutas más destacadas son las reguladas por el

receptor de estrógenos ERα [44], [46], retinoblastoma pRb [143], la quinasa c-Src

[48], HIF-1α [153], y NF-κB [41]. Adicionalmente, diversos trabajos han propuesto

que AHR puede participar en el control de la actividad de fosfatasas y quinasas

aisladas de hepatocitos [154].

En cuanto a la relación entre AHR y el ciclo celular, el papel de este receptor

es complejo, ya que AHR induce o reprime proliferación celular dependiendo

del fenotipo de la célula diana (Tabla 5). Esta dualidad de acción se pone de

manifiesto por ejemplo en el hecho de que la inhibición de AHR por un RNA

interferente (small interfering RNA, siRNA) produce, tanto un aumento de la

13
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proliferación de células de hepatoma humano HepG2, como una disminución del

crecimiento de células tumorales de glándula mamaria humana MCF-7 [155]. De

este modo, AHR puede desempeñar un papel tanto oncogénico como supresor

tumoral en función del fenotipo de la célula diana de que se trate.

Tabla 5: Papel dual de AHR en la proliferación de las células tumorales

Protéına oncogénica Supresor tumoral

Células de hepatoma deficientes en

la expresión de AHR tienen un tiem-

po de replicación alargado por el blo-

queo de la transición G1/S [120]

Ligandos de AHR disminuyen la pro-

liferación de células de páncreas y de

próstata [156], [157]

MEFs de ratón Ahr-/- presentan un

mayor tiempo de duplicación [20]

Células 5L de hepatoma de rata su-

fren parada de ciclo celular en la

transición G1/S tras la activación

de AHR por xenobióticos [24], [27],

[158]

AHR se encuentra sobre-activado en

células T de leucemia adulta humana

[159]

La expresión constitutiva de AHR

induce apoptosis en células T Jur-

kat por bloqueo del ciclo celular en

G1 [160]

La activación constitutiva de AHR

incrementa la frecuencia de hepato-

carcinogénesis en ratones transgéni-

cos B6C3F1 [161]

La expresión de AHR se encuen-

tra reprimida epigenéticamente por

hipermetilación de su promotor en

células de leucemia linfoblástica agu-

da y de leucemia mieloide crónica

[162]

La depleción de AHR en células de

cáncer de mama humanas altera la

expresión de genes en rutas regulato-

rias claves en la progresión tumoral

[163]

AHR reprime de manera constituti-

va la expresión del oncogén c-Myc en

ĺıneas tumorales de glándula mama-

ria [30]
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Protéına oncogénica Supresor tumoral

AHR está sobre-expresado en me-

ningiomas humanos [164]

La expresión de AHR en células de

melanoma suprime el crecimiento tu-

moral y los niveles de AHR se en-

cuentran significativamente reduci-

dos en melanomas humanos [165]

La ausencia del receptor de dioxina

acelera la regeneración del epitelio

pulmonar [150]

La ausencia de AHR aumenta la pro-

gresión de tumores hepáticos indu-

cidos por dietilnitrosamina (DEN)

[151] o durante el envejecimiento

[166], y en pulmón favorece el de-

sarrollo de adenocarcinoma poten-

ciando el efecto de la mutación K-

RasG12D [167]

Todo lo expuesto anteriormente introduce el papel fisiológico del receptor

AHR en diferentes órganos y patoloǵıas. En la presente Tesis Doctoral abordamos

el papel de este receptor en dos procesos de elevada relevancia fisiológica. En el

primer caṕıtulo, estudiamos la implicación de AHR en la regeneración hepática,

utilizando como modelo la hepatectomı́a parcial de 2/3 del h́ıgado (HPx). En el

segundo caṕıtulo, investigamos el papel de AHR en la modulación del sistema

inmune durante la esclerosis múltiple, empleando como modelo la Encefalitis

Autoinmune Experimental (EAE) con un enfoque cĺınicamente relevante para el

desarrollo de tratamientos inmunomodulares.
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Capı́tulo 1
Implicación del receptor de aril

hidrocarburos Ahr en la

regeneración hepática

1.1. Resumen I / Summary I

Resumen I: El h́ıgado se encuentra entre los pocos órganos que tienen la

capacidad de autorregenerarse en respuesta a un daño severo que comprome-

ta su funcionalidad. El receptor de hidrocarburos de arilo (Ahr) es un factor

de transcripción relevante para la desintoxicación de xenobióticos, pero también

muy importante para el desarrollo y la homeostasis del h́ıgado. Por lo tanto,

Ahr modula la diferenciación de las células hepáticas a través de la expresión

controlada de genes inductores de pluripotencia y células madre. En esta Tesis

Doctoral, se utilizó como modelo la hepatectomı́a parcial (HPx) 2/3 con un en-

foque cĺınicamente relevante para inducir la regeneración del h́ıgado en ratones

que expresan Ahr (Ahr+/+) y Ahr-null (Ahr-/-). La expresión y la actividad de

Ahr se indujeron a tiempos cortos después de la HPx para acabar apagándose de
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forma gradual durante la regeneración. Los ratones Ahr-/- desencadenaron la re-

generación del h́ıgado mucho más rápidamente que los animales Ahr+/+, aunque

ambos alcanzaron la regeneración completa en los últimos tiempos ensayados. En

las etapas iniciales después de una HPx, los h́ıgados Ahr-/- se regeneraron antes

y mostraron una regulación positiva de los marcadores de proliferación celular y

una mayor activación de las v́ıas de señalización relacionadas con stemness, como

las rutas Hippo-YAP y Wnt/β-catenina, junto con la inducción de citoquinas

proinflamatorias TNFα, IL6 y P65. Estos fenotipos, junto con la mejora de la

adaptación metabólica de los ratones Ahr-/- después de la HPx, probablemente

podŕıan ser responsables de la expansión de células madre indiferenciadas que

residen en el h́ıgado y expresan OCT4, SOX2, KLF4 y NANOG. Proponemos

que Ahr debe inducirse de forma temprana durante la regeneración para ajustar

el nuevo crecimiento del h́ıgado a niveles fisiológicos. Dado que la deficiencia de

Ahr no resultó en un crecimiento excesivo del h́ıgado, su inhibición farmacológica

transitoria podŕıa servir para mejorar la regeneración del h́ıgado en pacientes he-

patectomizados y trasplantados, y en aquellos expuestos a toxinas y carcinógenos

dañinos para el h́ıgado.
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Summary I: The liver is among the few organs having the ability to self-

regenerate in response to a severe damage compromising its functionality. The

Aryl hydrocarbon receptor (Ahr) is a transcription factor relevant for the de-

toxification of xenobiotics but also largely important for liver development and

homeostasis. Hence, liver cell differentiation is modulated by Ahr through the

controlled expression of pluripotency and stemness-inducing genes. Here, 2/3

partial hepatectomy (PH) was used as a clinically relevant approach to induce

liver regeneration in Ahr-expressing (Ahr+/+) and Ahr-null (Ahr-/-) mice. Ahr

expression and activity were early induced after 2/3 PH to be gradually downmo-

dulated later during regeneration. Ahr-/- mice triggered liver regeneration much

faster than Ahr+/+ animals, although both reached full regeneration at the latest

times assayed. At initial stages after PHx, earlier regenerating Ahr-/- livers had

upregulation of cell proliferation markers and increased activation of signalling

pathways related to stemness such as Hippo-YAP and Wnt/β-catenin, concomi-

tantly with the induction of pro-inflammatory cytokines TNFα, IL6 and p65.

These phenotypes, together with the improved metabolic adaptation of Ahr-/-

mice after PH, could likely result from the expansion of undifferentiated stem cells

residing in the liver expressing OCT4, SOX2, KLF4 and NANOG. We propose

that Ahr needs to be induced early during regeneration to fine-tune liver regrowth

to physiological values. Since Ahr deficiency did not result in liver overgrowth,

its transient pharmacological inhibition could serve to improve liver regeneration

in hepatectomized and transplanted patients and in those exposed to damaging

liver toxins and carcinogens.
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1.2. Introducción I

1.2.1. El h́ıgado

El h́ıgado es el órgano más grande del cuerpo humano y solo es superado en

complejidad por el cerebro. Se encuentra presente en la escala de vertebrados

y es un órgano multifuncional vital siendo responsable del mantenimiento de la

homeostasis sistémica, ya que es clave en la función digestiva y el metabolismo.

Además, el h́ıgado tiene otras funciones, incluida la generación de glóbulos rojos

durante el desarrollo embrionario, la producción de diversas protéınas plasmáti-

cas, la desintoxicación de xenobióticos y la fagocitosis de material sólido. También

forma una barrera protectora entre el tracto digestivo y el resto del cuerpo. El

h́ıgado juega un papel fundamental en la activación, el catabolismo y la excreción

de los retinoles, que son esenciales para la visión, el crecimiento, la reproducción,

la inmunidad y la proliferación y diferenciación celular. Asimismo, la disfunción

del h́ıgado está involucrada en muchas enfermedades importantes, que causan

una variedad de śıntomas relacionados con problemas digestivos, niveles anor-

males de azúcar en la sangre, trastornos inmunológicos, absorción anormal de

grasas y problemas metabólicos. Igualmente, como es el órgano principal para la

eliminación de fármacos, tiene un efecto significativo en el metabolismo de los

mismos [168], [169].

La función fisiológica del h́ıgado en humanos, ratones y ratas es similar, como

consecuencia de un patrón de expresión génica similar. Especialmente en h́ıgado

de ratón y rata, más del 88% de los genes muestran niveles de expresión compar-

tidos. Los cambios de expresión entre las diferentes especies corresponden a una

serie de genes homólogos diferencialmente expresados. Por tanto, en su mayor

parte, el h́ıgado de estos roedores recapitula fielmente la estructura y función del

órgano humano.

1.2.1.1. Estructura anatómica

En la especie humana el h́ıgado es un órgano macizo que representa aproxi-

madamente el 2% de peso de un individuo sano adulto, con ligeras diferencias
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entre sexos. Externamente, el h́ıgado está dividido por el ligamento falciforme

en un gran lóbulo derecho y otro izquierdo, algo más pequeño. El conocimien-

to de la anatomı́a del h́ıgado no ha experimentado variaciones a lo largo del

tiempo, pero su interpretación ha ido evolucionando de forma paralela al desa-

rrollo de los métodos de diagnóstico por imagen, y a los avances en la ciruǵıa

de resección (hepatectomı́as). Aśı, en 1954, Claude Couinaud, describió una seg-

mentación hepática basándose en la bifurcación de las ramas portales y de las

venas suprahepáticas [170]. Posteriormente en 1957, Goldsmith y Woodburn in-

trodujeron una nueva terminoloǵıa distinguiendo una serie de planos para las

hepatectomı́as [171]. Con el objeto de poder unificar los criterios de las diferentes

terminoloǵıas, el Comité de Terminoloǵıa de la IHPBA (Asociación Internacio-

nal Hepato-Pancreato-Biliar) se reunió en el año 2000, para proponer una nueva

terminoloǵıa universal [172] que aparece ilustrada en la Figura 1.1.

Figura 1.1: Los segmentos anatómicos del h́ıgado se delimitan por la

distribución de los sistemas venoso hepático y portal: sección anterior

derecha (V y VIII), sección posterior derecha (VI y VII), sección medial izquierda

(IV) y sección lateral izquierda (II y III) [172], [173].
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La anatomı́a del h́ıgado de la rata y el ratón difiere de la humana, pero

entre ellos es semejante (Figura 1.2). Siguiendo la descripción de Higgins y

Anderson, se pueden distinguir cuatro lóbulos principales: el lóbulo mediano, el

lóbulo lateral izquierdo (la suma de ambos supone el 70% de la masa hepática),

el lóbulo lateral derecho y el lóbulo caudado. El lóbulo mediano está dividido en

dos lóbulos centrales: derecho e izquierdo. El lóbulo lateral derecho, a su vez, se

encuentra hendido transversalmente por una cisura que lo divide en dos lóbulos

menores. El lóbulo lateral izquierdo es un lóbulo grande y sin cisuras. El lóbulo

caudado está dividido en dos lóbulos menores. La cápsula conectiva reviste todo

el órgano y se refleja (adhiriéndose a ellos) en los órganos y estructuras vecinas:

diafragma, estómago, esófago, riñón derecho y vena cava suprahepática [174],

[175].

El peso medio del h́ıgado de estos roedores puede variar, pero por lo general

en ratones es de 2-3 g (3-5% del peso corporal) y en ratas de 4-5 g (2-3% de peso

corporal) [176].

1.2.1.2. Histoloǵıa hepática: células y circulación del h́ıgado

La célula principal del h́ıgado es el hepatocito, al que acompañan otras células

que completan la composición celular del h́ıgado [177] (Figura 1.3B):

Hepatocitos: son las células parenquimatosas del h́ıgado y representan las

células funcionalmente más activas del órgano. Su forma celular es poliédri-

ca con 1 ó 2 núcleos esféricos poliploides y un nucléolo prominente. Pre-

sentan el citoplasma acidófilo con cuerpos basófilos, muy rico en orgánulos

relacionados con sus funciones e inclusiones de glucógeno y de grasa. Su

membrana plasmática por el dominio sinusoidal se orienta hacia el espacio

de Disse y por el dominio lateral hacia el hepatocito vecino.

Células de Kupffer : son macrófagos fijos pertenecientes al sistema fa-

goćıtico mononuclear. Su principal función es eliminar mediante el proceso

de fagocitosis todo tipo de part́ıculas extrañas, incluyendo eritrocitos enve-

jecidos y bacterias.
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Figura 1.2: Anatomı́a macroscópica del h́ıgado y la veśıcula biliar. (A)

Ratón, (B) rata y (C) humano [176].
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Células endoteliales: tapizan la luz de los sinusoides, tienen un citoplas-

ma fenestrado a través del cual penetran los componentes de la sangre en

dirección a la membrana sinusoidal de los hepatocitos.

Células hepáticas estrelladas o de Ito: poseen la capacidad de alma-

cenar ĺıpidos y vitamina A, constituyendo su principal reserva en el orga-

nismo. Se localizan en el espacio de Disse y pueden producir importantes

cantidades de colágeno en respuesta a est́ımulos inflamatorios.

Células de Pit: son células linfoides residentes en el h́ıgado similares a las

células Natural Killer (NK) con capacidad citotóxica.

Células ductales o colangiocitos (Biliary epithelial cells, BECs): forman

la pared de los pequeños ductos por los que circula la bilis.

La unidad funcional y estructural del h́ıgado es el lobulillo hepático, en cuyo

centro se localiza una vena centrolobulillar y en las esquinas los espacios por-

ta, constituidos por una rama venosa portal, una rama de la arteria hepática y

un conducto biliar (Figura 1.3). Cada lobulillo tiene forma hexagonal. Entre

las esquinas del hexágono y el centro del lobulillo se encuentran los sinusoides

hepáticos y los hepatocitos, que se disponen en forma de cordones radiados des-

de la vena centrolobulillar hasta la periferia del lobulillo. Estos cordones están

separados entre śı por los sinusoides hepáticos, un tipo especial de capilar con

amplios poros intercelulares por los que pueden pasar elementos sangúıneos de

alto peso molecular y que, al igual que los cordones de hepatocitos, se disponen

de forma radial desde la vena centrolobulillar.

La bilis es secretada por los hepatocitos hacia los conductillos biliares reves-

tidos por un epitelio simple cuboidal (epitelio biliar). El canal de Hering es la

conexión que existe entre los canaĺıculos biliares y el conducto biliar a nivel de la

interfase lobulillo-espacio porta.

Una de las caracteŕısticas únicas hepáticas es el flujo sangúıneo doble:

Flujo trófico: dependiente de la ramificación de la arteria hepática y trans-

porta sangre oxigenada.
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Flujo funcional: dependiente de la vena porta y transporta sangre poco

oxigenada y rica en nutrientes proveniente del tracto gastrointestinal y del

bazo.

Ambos flujos convergen a nivel centrolobulillar, dirigiéndose hacia los espa-

cios porta a través de los sinusoides, que filtran la sangre de todas las sustancias

que pueda contener y que puedan ser procesadas por los hepatocitos. Finalmen-

te abandona el h́ıgado a través de las ramificaciones de la vena hepática, tam-

bién llamadas suprahepáticas, que finalmente drenan en la vena cava inferior

(Figura 1.3).

El h́ıgado recibe el flujo sangúıneo desde el intestino, desde donde llegan varios

tipos de sustancias, incluyendo toxinas, drogas y xenobióticos. Por este motivo,

puede ser considerado la barrera o filtro primario del cuerpo y está inherente-

mente sujeto a daños causados por estos compuestos. Además, es susceptible de

ser atacado por varios tipos de virus que provocan lesiones agudas o crónicas.

No obstante, para responder a estas agresiones, el h́ıgado presenta una notable

plasticidad después de una lesión siendo el único órgano adulto con un potencial

regenerativo completo que le permite restablecer su estructura y ejercer adecua-

damente sus funciones tras sufrir un daño.

1.2.1.3. Fenotipo hepático de los ratones knock-out para Ahr

Como se mencionó anteriormente, AHR juega un papel relevante en proce-

sos fisiológicos y organogénicos. Entre los hallazgos descritos, uno de los fenoti-

pos mejor caracterizados, y que más apoyo proporciona al papel de AHR en la

homeostasis celular, es la aparición de una marcada patoloǵıa hepática tras la

inactivación génica del receptor (Figura 1.4). El h́ıgado de los ratones Ahr-/-

es de aproximadamente la mitad de tamaño que el de los ratones silvestres [181].

Adicionalmente, el h́ıgado Ahr-/- presenta acumulación de colágeno que resulta

en fibrosis hepática alrededor de las triadas portales [12], [141], [182]. Interesan-

temente, esta fibrosis portal co-localiza con un incremento de expresión tanto

de TGFβ como de su protéına de localización en la matriz extracelular LTBP-1

[141], [183]. Además, este fenotipo hepático se caracteriza por presentar mayor
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Figura 1.3: Estructura del lobulillo hepático: (A) en corte transversal y

(B) distal [178] . Hematoxilina-eosina hepática [179]: (C) Conducto biliar (BD),

arteria hepática (HA), vena porta (PV), conductillos biliares (puntas de flecha)

y espacio porta (flechas). (D) Células endoteliales (EC), de Kupffer (puntas de

flecha), estrelladas (flechas gruesas), núcleos glucogenados claros (flechas finas),

pigmento de lipofuscina (LF) y esteatosis (puntos blancos).
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Figura 1.4: Fenotipo hepático de los ratones Ahr-/- comparado con el

de ratones silvestres [12], [134], [180], [181].

proliferación de vasos sangúıneos en la zona portal y en ciertas áreas del parénqui-

ma [13], aśı como con una falta de resolución de la conexión porto-sistémica en

ratones adultos (Figura 1.4) [15], [180], [181].

Recientemente, se ha descubierto la implicación de Ahr en el proceso de di-

ferenciación que tiene lugar durante la maduración hepática [133]. La transición

de un estado diploide en neonatos (preweaning) hasta un estado poliploide en

el h́ıgado de individuos adultos, requiere la modificación del ciclo celular para

inhibir la división [184]-[186]. De forma que, la deficiencia de Ahr aumenta la

celularidad y reduce el tamaño celular promedio en el h́ıgado proliferativo antes

del destete y, sorprendentemente, este fenotipo hiperproliferativo, en lugar de ser

bloqueado como en ratones adultos de tipo silvestre para Ahr, se mantuvo en el

h́ıgado Ahr-/- adulto. Por tanto, Ahr juega un papel de elevada relevancia mante-

niendo niveles fisiológicos de activación de las v́ıas de señalización que controlan
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proliferación, diferenciación y el metabolismo del h́ıgado en el proceso de poliploi-

dización hepática. Este hecho se apoya en estudios previos que demuestran que

Ahr impide la progresión mitótica e induce la diferenciación, además de prevenir

la pluripotencia en diferentes tipos de células [38], [39], [162], [187]-[189].

La marcada importancia que tiene el balance entre diferenciación y pluripo-

tencia en el desarrollo de numerosas patoloǵıas, impulsó a la comunidad cient́ıfi-

ca a dilucidar el papel de AHR en la regulación de estos procesos. Análisis de

genoma completo tras inmunoprecipitación de cromatina (Chromatin Immnuno-

precipitation, ChIP) (Genome-wide ChIP) de células de carcinoma hepatocelular

procedentes de ratones silvestres y Ahr-/-, permitieron identificar varios grupos

de genes implicados en diferenciación celular y desarrollo regulados directamente

por Ahr en ausencia de ligando exógeno [190]. Aśı diversos estudios han con-

firmado que la deficiencia de Ahr aumenta la susceptibilidad al desarrollo de

hepatocarcinoma, reduciendo la supervivencia de una fracción significativa de

ratones [151], [191]. Sin embargo, en muestras de hepatocarcinoma humano el

receptor muestra un patrón de expresión opuesto al observado en ratón, ya que

en el modelo murino su expresión era predominante en la fracción no tumoral

mientras que en humano lo era en la fracción tumoral [151]. Existen también

evidencias in vivo e in vitro del papel de AHR en hepatocarcinogénesis, pues se

ha demostrado que el hexaclorobenceno (HCB) induce la expresión de AHR en

focos preneoplásicos de h́ıgado de rata y en células de hepatocarcinoma humano

HepG2 [192].

Pero el hecho de que los ratones Ahr-/- muestren un fenotipo hepático más

indiferenciado y, en definitiva, un estado basal más pluripotente, podŕıa tener

como consecuencia una capacidad regenerativa más efectiva. Usando diferentes

modelos murinos de regeneración en el h́ıgado, se ha confirmado la implicación de

AHR en este proceso. Aśı la presencia de TCDD inhibe la regeneración hepática

en ratón después de la hepatectomı́a parcial del h́ıgado [193], [194] y la deficiencia

de Ahr mejora la regeneración hepática después de un daño tóxico agudo [151].
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1.2.2. La regeneración hepática

La regeneración tisular es un complejo proceso que tiene como fin último res-

taurar y/o reemplazar un órgano o tejido dañado, después de lesiones o procesos

patológicos de diversa ı́ndole. Sin embargo, algunos tejidos tienen altas tasas de

regeneración a lo largo de la vida en condiciones normofisiológicas. Esta capaci-

dad difiere entre especies, e incluso en los tejidos de un mismo organismo [195]:

en especies no mamı́feras es tan efectiva que se pueden regenerar organismos

completos a partir de pequeños fragmentos corporales [196], y en las especies de

mamı́feros, la regeneración de tejidos se restringe solo a algunos órganos, inclui-

dos el músculo esquelético, el h́ıgado, el epitelio intestinal, la piel y la sangre

[197]-[200].

La primera alusión histórica de regeneración hepática la encontramos en la

antigua Grecia con el mito de Prometeo: Zeus castigó a Prometeo encadenándolo

a la cima del monte Cáucaso, donde cada mañana un águila le devoraba el h́ıgado,

regenerándose éste durante la noche. En 1931, Higgins y Anderson desarrollaron

el primer modelo de regeneración hepática en ratas a las que se les practicó una

hepatectomı́a del 70% del órgano [174]. En 1953, Child et al. realizaron un estudio

en perros, estableciendo que la cantidad del flujo sangúıneo hepático total era

el principal determinante para la regeneración del h́ıgado [201]. Posteriormente,

Starzl et al. demostraron en otro modelo en perros que la infusión de insulina en la

vena porta izquierda redućıa la atrofia del h́ıgado conservando la ultraestructura

de los hepatocitos y triplicando la renovación celular [202], [203]. Aśı, gracias

al desarrollo de nuevo modelos experimentales en animales, la investigación de

la regeneración hepática ha permitido estudiar numerosos factores extŕınsecos

de crecimiento hepático, cambios intŕınsecos en la matriz extracelular, aśı como

mecanismos de transducción de señales intracelulares que están presentes en el

h́ıgado y que forman parte del entramado necesario para que la regeneración

tenga lugar [204]-[207].
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1.2.2.1. Hepatectomı́a parcial

La rápida capacidad de regeneración del h́ıgado continúa fascinando a los in-

vestigadores y no es igualada por ningún proceso regenerativo en otro órgano en

los mamı́feros. Este proceso se puede inducir mediante diversos procedimientos

en varios modelos animales (ratón, rata, cerdo o perro), siendo el preferente la

resección quirúrgica de una parte sustancial del h́ıgado en roedores. En la re-

generación de la cola u otros miembros en la familia de los anfibios se consigue

restaurar la estructura anatómica original [208]. Sin embargo, tras una hepatec-

tomı́a parcial (HPx), el h́ıgado puede volver a alcanzar aproximadamente su peso

anterior, aunque nunca reproduce la misma estructura anatómica. Esto se debe

a que los lóbulos remanentes tras la ciruǵıa aumentan de peso y tamaño, pero

los lóbulos extirpados no vuelven a formarse [203]. Aśı, la regeneración se debe a

una hipertrofia de las células restantes seguida de su hiperplasia, más que a un

proceso regenerativo per se. A pesar de ello, el término de regeneración hepática

ha sido completamente aceptado por la comunidad cient́ıfica.

1.2.2.2. Fases de la regeneración hepática

La regeneración del h́ıgado se logra primordialmente a la acción coordinada

de citocinas, factores de crecimiento (Growth Factor, GF) y señales metabóli-

cas. Es tal la redundancia entre sus componentes intracelulares que rara vez el

silenciamiento de un gen impide totalmente este proceso [209]. Se pueden dife-

renciar una serie de etapas secuenciales y superpuestas en el proceso regenerativo

(Figura 1.5):

a. Fase de cebado (“priming phase”): en el h́ıgado diferenciado y maduro

los hepatocitos, los hepatocitos se encuentran en estado quiescente no proliferati-

vo (fase G0) para lograr la estabilidad fenot́ıpica. En este estado, los hepatocitos

no responden a los factores de crecimiento y necesitan ser estimulados antes de

entrar en el ciclo celular. Las células de Kupffer (macrófagos del h́ıgado) liberan

citoquinas como TNFα e IL-6 (Interleukin-6) [210]. TNFα activa la señalización

de NF-κB, y a su vez, la IL-6 activa la señalización mediada por STAT3 (Signal

Transducer and Activator of Transcription 3 ). Esto provoca la inducción de ge-
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Figura 1.5: Las cuatro fases de la regeneración hepática basada en la

proliferación celular [209].

nes inmediatos-tempranos relacionados con la proliferación de hepatocitos como

c-Fos, c-Jun y otros [206], [211], [212]. Aunque estas citoquinas no son directa-

mente mitogénicas para los hepatocitos, son cruciales para orquestar y optimizar

el proceso: se observa un retraso de la regeneración en ratones TnfR1-/- debido a

la activación ineficiente de NF-κB [213] y en ratones Il6-/- debido a la pérdida de

activación de STAT3 [210]. Otros factores implicados son también liberados desde

el páncreas (insulina), el duodeno (Epidermal growth factor, EGF), la glándula

adrenal (noradrenalina), el tiroides (triyodotironina, T3) y las células estrella-

das (Hepatocyte growth factor, HGF). La cooperación entre todas estas señales,
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Figura 1.6: Cinética temporal de la śıntesis de ADN en diferentes tipos

de células hepáticas durante la regeneración del h́ıgado después de una

hepatectomı́a parcial [217].

permite a los hepatocitos entrar en el ciclo celular [214].

b. Fase proliferación/progresión (“Proliferation/progression phase”): Des-

pués de que las citocinas hayan desbloqueado la transición G0/G1, los hepatocitos

entran en fase S (śıntesis de ADN) y continúan el ciclo celular hasta lograr su

división mitótica. Estudios con hepatocitos marcados con timidina, demostraron

que se dividen 1-2 veces hasta que consiguen restaurar el número original de célu-

las en 3-4 d́ıas [215]. El pico máximo de regeneración difiere entre las especies: en

la rata se produce a las 24 horas [216]; en el ratón a las 48 horas [217]; en el perro

[218] y el cerdo a las 72 horas [219]; y en humanos, no está totalmente establecido,

aunque se apunta a un inicio del proceso regenerativo tras 24 horas y una lenta

progresión durante tres semanas [220]. El porcentaje de hepatocitos que entran

en ciclo celular no es un valor fijo, ya que depende de la edad del individuo y

del tipo e intensidad del est́ımulo proliferativo [221]. Del mismo modo que los

hepatocitos, el resto de células también se dividen con el objeto de restaurar el

número de células original durante los primeros 7 d́ıas [215], [217] (Figura 1.6).

Además, tras la PHx se producen otros cambios relacionados con el meta-
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bolismo hepático; concretamente en las fases tempranas de la regeneración los

hepatocitos potencian el metabolismo liṕıdico generándose una esteatosis transi-

toria, frente al detrimento del metabolismo glucoĺıtico [222]-[224]. El catabolismo

liṕıdico se origina debido a que el h́ıgado tiene que continuar regulando los ni-

veles de enerǵıa sistémica mientras satisface sus propias demandas de śıntesis de

nucleótidos y protéınas necesarias para la división celular. En cuanto al meta-

bolismo de la glucosa, los ratones desarrollan hipoglucemia poco después de la

PHx, mostrando niveles reducidos de insulina. Finalmente, el metabolismo de los

ácidos biliares también se ve alterado, aumentando al doble sus cantidades por

masa hepática sin presentar hepatotoxicidad [225].

c. Fase de terminación: El estallido inicial de actividad proliferativa de

hepatocitos es seguido por ondas secundarias de mitosis hasta que se restablece

la masa hepática original. Sin embargo, se debe terminar el crecimiento para con-

trolar el tamaño y la homeostasis hepática, aunque los mecanismos precisos de

un punto y final adecuado aún son poco conocidos e incluso controvertidos. Ge-

neralmente, cuando el h́ıgado en proceso de regeneración alcanza cierto tamaño,

varios factores promueven la detención de la proliferación. Sorprendentemente,

muchos de ellos también están presentes en las primeras etapas.

Se ha propuesto que estos factores actuaŕıan como un “freno”, controlando la

velocidad de proliferación y siendo responsables de finalizar el proceso, e incluso

asegurando la dirección correcta, impidiendo el desarrollo tumoral por una prolife-

ración celular descontrolada. Se sabe que involucra múltiples factores, incluyendo

la familia TGFβ (TGFβ1 (Transforming growth factor beta-1 ), activinas), IL-1

y genes supresores de tumores (p53, p21) [206], [226].

d. Fase de remodelación: La reorganización de los componentes de la ma-

triz extracelular (extracellular matrix, ECM) es fundamental para iniciar la pro-

liferación celular en las primeras etapas de la regeneración del h́ıgado. Tras la

HPx, uno de los primeros cambios es el aumento de la actividad del activador del

plasminógeno de tipo uroquinasa (urokinase-type plasminogen activator, uPA),

la cual media en la remodelación de ECM mediante la activación de metalopro-

teinasas (Matrix metalloproteinases, MMP), como MMP-2 y MMP-9 [227], y del

factor de crecimiento de hepatocitos HGF, el cuál es activado por uPA y liberado
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al torrente sangúıneo. Aśı la deficiencia de uPA retrasa la regeneración [228].

1.2.2.3. Rol de las células progenitoras hepáticas en la regeneración

Cuando el h́ıgado sufre un daño severo o la proliferación de hepatocitos ma-

duros es insuficiente para restaurar el tejido, la activación de las células ma-

dre/progenitoras del h́ıgado (liver stem/progenitor cells, LS/PC) es crucial para

lograr el éxito de la regeneración. Esto se ha observado en modelos que combinan

HPx con inhibición qúımica de la proliferación de hepatocitos [226]. Si bien existe

cierta controversia acerca de la contribución de estas células en la regeneración

tras la HPx, aunque algunos estudios sugieren que éstas juegan un rol importante

en el mismo participando y expandiéndose durante el proceso [229]-[231].

Las células parenquimatosas y no parenquimatosas en el h́ıgado, la remodela-

ción de la matriz extracelular, los factores de transcripción, las señales y células

inflamatorias, y multitud de v́ıas de señalización reguladas durante la regene-

ración participan contribuyendo al nicho de LS/PC. Por ejemplo, se requiere

la activación de NF-κB y STAT3 en células ovales de rata para su activación,

expansión y diferenciación [232], y es totalmente obvio que el microambiente in-

flamatorio regula la expansión y el destino de las células progenitoras del h́ıgado

[233]. Es importante destacar que esta respuesta se observa en hepatocitos hu-

manos, los cuáles adquieren un fenotipo de célula madre. Curiosamente, este es

un proceso reversible, en el que las células madre mesenquimales pueden vol-

ver a diferenciarse en hepatocitos, lo que abre posibilidades viables para tratar

enfermedades hepáticas humanas [234].

Pero no sólo los LS/PC residentes juegan un papel en la regeneración del

h́ıgado. Hoy en d́ıa, también existe el consenso de que las células madre de sitios

extrahepáticos, mayoritariamente las procedentes de la médula ósea, pueden par-

ticipar y contribuir a la regeneración [235], [236], aunque con baja eficiencia. Las

células madre hematopoyéticas y mesenquimales se encuentran entre las mejor

definidas y migran al h́ıgado lesionado a través de la circulación para regenerar

el órgano.

Por todo ello, las células progenitoras pueden ser una alternativa atractiva al

trasplante de órganos debido a que pueden expandirse en cultivo sin perder el

35



1.2. INTRODUCCIÓN I

potencial de diferenciación bidireccional. De este modo, el aislamiento de LS/PC

de un paciente obviaŕıa la necesidad de la inmunosupresión [237]. Se han pro-

puesto varios candidatos alternativos a los trasplantes de h́ıgado basados en el

concepto de células progenitoras, y, más recientemente, en las células madre pluri-

potentes inducidas (induced pluripotent stem cells, iPSC). La atractiva capacidad

de derivar células pluripotentes a partir de tejidos humanos adultos abre nuevas

oportunidades en la investigación y, lo que es más importante, en la terapia. Un

estudio confirmó que los hepatocitos derivados de iPSC poséıan las capacidades

funcionales y proliferativas necesarias para la regeneración del h́ıgado in vivo en

ratones [238]. Este proceso puede inducirse regulando las condiciones que definen

el desarrollo del h́ıgado embrionario [239]. Más tarde, Takebe y colaboradores lle-

varon a cabo un gran logro con la formación de un h́ıgado humano vascularizado

y funcional después del trasplante de células hepáticas creadas in vitro derivadas

de iPSC [240].

La respuesta de LS/PC incluye activación, proliferación, migración y diferen-

ciación, dando lugar finalmente a hepatocitos o colangiocitos. Para ello existe una

regulación positiva de rutas como:

a. Ruta Wnt/βcatenina: La protéına β-catenina es un integrador clave en

la interacción célula-célula mediada por E-Cadherina, aśı como de la regulación

transcripcional que se produce a través de esta ruta. Esta ruta desempeña pape-

les cŕıticos en la regulación de células progenitoras en muchos tejidos y órganos,

incluido el h́ıgado. La ruta Wnt dirige las LS/PC hacia el destino hepatoćıtico

[241]. En condiciones de lesión hepática en las que se induce la expansión de

LS/PC en ratas, ratones y humanos, se ha observado la inducción de varios ge-

nes de la familia Wnt [242]-[245]. Aśı ante estas situaciones de daño hepático,

puede participar en la regeneración una población de hepatocitos recientemente

descubierta. Esta población de células generalmente se caracteriza por presentar

capacidad de autorrenovación, localizarse adyacente a la vena central, ser diploi-

de y expresar Axin2, el gen diana de la ruta Wnt canónico. Además estas células

indiferenciadas seŕıan las encargadas de proporcionar, dependiendo de las necesi-

dades, señales Wnt que mantendŕıan esta población, constituyendo aśı un “nicho

de células madre” [246].
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b. Ruta Hippo/YAP: Esta ruta constituye una cascada de quinasas im-

plicadas en la regulación del número de células durante el desarrollo y en la

homeostasis de tejidos a través del control de la proliferación, diferenciación y

muerte celular controlando el tamaño y forma de los órganos [247]-[249]. Tam-

bién es crucial para la renovación de las células madre y para el mantenimiento de

la estabilidad genómica. YAP es el principal efector de esta v́ıa de señalización

actuando como un coactivador transcripcional, el cual se localiza en el núcleo

cuando está hipofosforilado con el fin de activar la expresión de sus genes diana.

En el h́ıgado, se ha demostrado que una protéına ligada a la membrana plasmática

de los hepatocitos, Glypican 3, suprime la proliferación después de HPx cuando

se sobreexpresa en animales transgénicos, lo que correlaciona con una expresión

disminuida de YAP controlando el tamaño celular y el hepatoblasto [250]. Otro

estudio reveló que una activación ectópica de YAP en hepatocitos provoca su

desdiferenciación adquiriendo caracteŕısticas de células progenitoras [251].

1.2.2.4. Papel de AHR en la regeneración tisular

En regeneración se ha demostrado que algunos factores de transcripción pue-

den controlar los diferentes tipos y respuestas celulares. Es bien conocido el revela-

dor descubrimiento del cient́ıfico Yamanaka, el cual demostró que la introducción

de cuatro factores de transcripción (OCT4, SOX2, KLF4 y MYC), pueden actuar

en conjunto para revertir fibroblastos diferenciados en células madre pluripotentes

con caracteŕısticas similares a las células madre embrionarias [252].

Como se ha mencionado anteriormente, AHR es otro factor de transcripción

involucrado en una gran variedad de funciones fisiológicas [162], [253]. Reciente-

mente, se ha relacionado AHR con algunos de los factores de Yamanaka en la

regulación de la pluripotencia y el estado de diferenciación en diferentes contex-

tos como la diferenciación de las células de carcinoma embrionario humano [38],

[39] y en la embriogénesis temprana de ratones [40]. Otros trabajos sugieren que

AHR puede tener un papel causal en el mantenimiento de la diferenciación del

sistema inmunológico [188], [254], de las gónadas [136], en melanoma [165], [187]

y en la piel [147]. Cabe destacar que existen evidencias de que la activación de los

programas genéticos involucrados en la embriogénesis son cŕıticos y dominantes

37



1.2. INTRODUCCIÓN I

en la regeneración [255]-[257]. De esta forma, en estudios de regeneración se ha

demostrado que AHR está implicado en la regulación de marcadores de pluripo-

tencia (REVISIÓN) como OCT4 y NANOG en órganos como el pulmón [150] y

el h́ıgado [151] tras daño tóxico agudo en roedores, y en diferentes ĺıneas celulares

[189], [258].

Estudios recientes han asociado la activación de estos factores de pluripotencia

con la expansión y activación de células con fenotipo de célula madre (“stem

cell”) [259]-[261]. Un ejemplo lo encontramos con los factores SOX2 y KLF4,

los cuales son fundamentales en una población de células madre ubicadas en

el epitelio olfativo y entre las neuronas ganglionares de la retina responsable del

proceso de regeneración en estos órganos [262], [263]. La expresión de AHR parece

también relevante en la funcionalidad de células madre embrionarias [189], [264],

osteoblastos [265], [266] y células de teratocarcinoma embrionario humano [38],

[39]. Por tanto, AHR también afecta la capacidad “stemness” (capacidad de una

célula madre para auto-renovarse o diferenciarse) en diferentes entornos:

Su activación impide la diferenciación de células madre derivadas de la

médula ósea en osteoblastos [267].

Su carencia en ratones Ahr-null aumenta la población de células con feno-

tipo stem en la reparación de pulmón e h́ıgado [150], [151].

La activación de AHR en células madre/progenitoras hematopoyéticas afec-

ta la proliferación, el tráfico y la migración celular [268]-[270].

Los pulmones con mutación en K-Ras carentes del receptor (KRasG12DAhr-

/-) contienen un mayor número de células que expresan marcadores tanto

para células progenitoras Clara como alveolares de tipo II, y también tie-

nen un mayor número de células positivas para marcadores de células madre

pluripotentes [167].

La ausencia de AHR afecta a la población de células progenitaras encarga-

das de la regeneración de la piel [152].
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Además, AHR actúa como un regulador principal de v́ıas de señalización

positivamente relacionadas con las células madre como la v́ıa Hippo/YAP y la

v́ıa Wnt/β-catenina [40], [133], [271].

No obstante, se requiere la proliferación de poblaciones no solo de células ma-

dre para garantizar la restauración del tejido dañado. Estudios independientes

han demostrado que las dianas transcripcionales del grupo II de AHR incluyen

genes implicados en el control de la proliferación. De este modo, AHR participa

como modulador del ciclo celular a través de la regulación de la progresión de

la fase G1/S. TCDD puede afectar la regeneración del h́ıgado después de HPx

al controlar los niveles de los inhibidores de ciclina quinasa p21Cip1 y p27Kip1

[193]. Del mismo modo, los tratamientos con ligandos de AHR producen su ac-

tivación sostenida lo que conlleva la detención del ciclo celular en G1 en células

5L [272]-[274], Hepa-1c1c7 [89] y MCF7 [275]. La inducción de su diana trans-

cripcional, Cyp1a1, es un mecanismo de retroalimentación negativa para eliminar

ligandos AHR endógenos con el fin de asegurar una correcta proliferación celular

[276]. Otros estudios han demostrado que AHR forma complejos con la protéına

RB [158], [277], [278], actuando como regulador negativo de la progresión del

ciclo celular al inhibir la actividad transcripcional dependiente de E2F.

La entrada en el ciclo celular puede estar relacionada con una inflamación

aguda mediada por el sistema inmune innato. La importancia de AHR en la

regulación del sistema inmune comienza a emerger, como muestran estudios re-

cientes que describen la limitación de las respuestas de los macrófagos a est́ımu-

los inflamatorios dependientes de la activación de AHR [254]. La formación de

complejos AHR-RelA también puede ayudar a explicar algunos de los resultados

toxicológicos adversos de los ligandos AHR, como la inmunosupresión, la invo-

lución t́ımica, la hiperqueratosis y la carcinogénesis [279]. En consecuencia, en

ratones de edad avanzada, AHR regula transcripcionalmente la expresión de los

genes relacionados con la senescencia, p16Ink4a, p21Cip1 y Tnfα. Además, los

ratones envejecidos que carecen de expresión de AHR muestran niveles más altos

de inflamación y expresión de estos marcadores de senescencia [166].

Numerosos estudios en diferentes modelos de mamı́feros avalan la implicación

directa de AHR en la regeneración celular mediante la modulación de diferen-
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tes v́ıas de señalización esenciales en este proceso. La activación de AHR inhibe

el crecimiento regenerativo de hepatocitos después de una hepatectomı́a parcial,

lo que da como resultado la expresión de p21Cip1 en ratones [193], [194] y la

regulación mediada por AHR de la progresión del ciclo celular en ratas hepa-

tectomizadas [280]. AHR tiene una implicación principal en la enfermedad ósea,

particularmente en el papel de los contaminantes ambientales responsables de la

pérdida ósea, por ejemplo: AHR participa en la remodelación ósea al alterar la

interacción entre los osteoblastos que forman hueso y los osteoclastos que reab-

sorben hueso en células de osteosarcoma humano [281]; inhibe la diferenciación

osteogénica en células de osteoblastos humanos [282]; y la inhibición de AHR con-

duce a un aumento en la densidad mineral ósea (DMO) y dureza ósea en modelos

murinos [266].

En otro modelo animal no mamı́fero como el pez cebra, se ha confirmado

que AHR tiene un papel causal en la regeneración. La activación de AHR afec-

ta la regeneración del corazón en el pez cebra adulto y produce una expresión

desregulada de genes involucrados en su función, crecimiento celular y su matriz

extracelular [283]. AHR es crucial en procesos de neuroregeneración en el cerebro

del pez cebra, pues regula la diferenciación de la ependimogĺıa hacia neuronas

post-mitóticas [284]. La activación de AHR por TCCD inhibe la regeneración de

la aleta de pez cebra y, en estos modelos, un análisis genómico reciente reveló

una interacción funcional bien establecida entre AHR y la v́ıa de transducción de

señales Wnt/β-catenina [285]-[288].

En la actualidad, los trabajos que se realizan en el campo de la regenera-

ción hepática se encaminan hacia dos objetivos: conocimiento de los mecanismos

intŕınsecos que regulan dicho proceso, y modulación farmacológica del mismo;

todo ello dirigido a un mayor perfeccionamiento de las técnicas de extracción,

preservación e implante hepático. Los mecanismos e intermediarios moleculares

por los que AHR puede contribuir al control de la regeneración de tejidos necesi-

tan ser esclarecidos. Aśı este trabajo podrá contribuir en el campo de la medicina

regenerativa hepática tanto a nivel de investigación básica como aplicada. Es cla-

ve la investigación en herramientas que potencien e incrementen la eficiencia de

la regeneración del h́ıgado en pacientes sometidos a resección hepática debida a
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patoloǵıas que impliquen pérdida de masa o funcionalidad hepática como son el

hepatocarcinoma, la exposición a agentes qúımicos, las enfermedades autoinmu-

nes o la cirrosis hepática.
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1.3. Objetivos I

En la actualidad, el carcinoma hepatocelular es el tumor primario maligno

más común que se desarrolla en el h́ıgado [289]. Se trata de uno de los tipos de

cáncer mayoritario en todo el mundo, siendo el séptimo más frecuente y el se-

gundo con mayor tasa de mortalidad [290], [291]. Además, otros tumores como el

cáncer de colon y recto suelen presentar metástasis en el h́ıgado [292]. Los trata-

mientos con fármacos como el inhibidor multiquinasa Sorafenib, han resultado ser

poco beneficiosos, con un limitado aumento de la supervivencia de los pacientes

[293]. Aśı, de todas las posibilidades terapéuticas destinadas al tratamiento de

estos tumores, la resección hepática es el único tratamiento con resultado cura-

tivo demostrado [294], [295]. Los estudios de regeneración hepática en humanos

resultan complicados de realizar debido a la presencia de diversos factores como

son: la heterogeneicidad de la etioloǵıa, el tratamiento quimioterápico previo, la

edad del paciente o la presencia de enfermedad primaria hepática. Sin embar-

go, los modelos experimentales se han mostrado como una herramienta útil para

el estudio de los mecanismos fisiológicos implicados en la regeneración hepática

[296]. Aśı el objetivo general de este caṕıtulo ha sido estudiar la implicación de

AHR en la regeneración hepática ensayada en un modelo de hepatectomı́a parcial

(2/3) en ratón. Para ello, hemos abordado los siguientes objetivos espećıficos:

1. Estudiar la relación de AHR con las principales citoquinas que intervienen

en la primera etapa de la regeneración (“priming phase”) y la consiguiente

activación de las respuestas proliferativas involucradas.

2. Analizar si AHR afecta al estado de diferenciación y pluripotencia del h́ıga-

do durante el proceso regenerativo del h́ıgado y, por ende, investigar la

respuesta regenerativa inducida por la activación de células madre hepáti-

cas.

3. Estudiar el papel de AHR en la modulación de la ruta Hippo y Wnt/β-

catenina durante la regeneración hepática.

4. Identificar si AHR modula el cambio en el perfil metabólico tras la ciruǵıa

de resección del h́ıgado.
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1.4. Resultados I

1.4.1. Ahr es inducido y activado en la regeneración hepáti-

ca independientemente de ligando exógeno

Para investigar el papel de Ahr en la regeneración hepática, primero anali-

zamos si la hepatectomı́a parcial de 2/3 del h́ıgado (en adelante HPx) podŕıa

alterar sus niveles de expresión en ratones Ahr+/+. Los niveles de protéına y

ARNm de Ahr aumentaron de manera gradual y transitoria en el h́ıgado después

de la HPx. La expresión de ARNm de Ahr alcanzó valores máximos a las 8 h

(Figura 1.7D), mientras que los niveles de protéına aumentaron de forma con-

tinuada hasta 3 d́ıas después de la HPx (Figura 1.7A-C). La expresión de Ahr

tanto de ARNm como de protéına disminuyó al final del proceso para volver a los

niveles previos medidos antes de la HPx. Como se esperaba, los ratones mutantes

para Ahr (Ahr-/-) no mostraron expresión proteica de Ahr en el h́ıgado antes o

después de HPx (Figura 1.7C).

Para evaluar la funcionalidad del receptor, analizamos la expresión de su diana

transcripcional Cyp1a1, cuyos niveles también aumentaron alcanzando valores

máximos 2 d́ıas después de la HPx, para disminuir a valores basales similares a

los encontrados pre-HPx (Figura 1.7E).

Estos resultados indicaron que la transcripción de Ahr fue inducida

por la HPx de manera transitoria, y que la protéına receptora pro-

ducida posteriormente fue transcripcionalmente activa después de una

respuesta regenerativa fisiológica en ausencia de ligando exógeno.

1.4.2. La ausencia de Ahr acelera la regeneración hepática

tras la hepatectomı́a parcial

Después de la resección hepática, el examen macroscópico de visu de los h́ıga-

dos 72 h después, no reveló diferencias significativas en el área necrosada cercana

al área de extirpación de los lóbulos, la inflamación o el color del tejido (tonali-

dades pálidas del h́ıgado podŕıan indicar vascularización alterada tras la ciruǵıa),

entre los ratones Ahr+/+ y Ahr-/- o con respecto a los ratones con operación
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Figura 1.7: Ahr se induce y activa en el h́ıgado después de la HPx.

(A,B) La expresión de protéına de Ahr se analizó en extractos de h́ıgado de rato-

nes Ahr+/+ en los tiempos indicados después de la HPx mediante Western Blot.

Se empleó la tinción con Ponceau para normalizar los niveles de expresión de pro-

téına. (C) La expresión de protéına de Ahr se analizó en extractos de h́ıgado de

ratones Ahr+/+ y Ahr-/- en los tiempos indicados después de la HPx mediante

Western Blot. Se empleó la tinción con Ponceau para normalizar los niveles de

expresión de protéına. (D-E) Perfiles de expresión de ARNm de Ahr (D) y de su

diana transcripcional Cyp1a1 (E) en ratones Ahr+/+ en los tiempos indicados

después de la HPx usando RT-qPCR. Los niveles de expresión de Gapdh se usaron

para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para calcular los

cambios en los niveles de ARNm con respecto a los ratones de tipo salvaje con

ciruǵıa simulada. *** (p<0,005).
46



1.4. RESULTADOS I

Figura 1.8: Análisis microscópico de la estructura hepática 48 h tras la

HPx. Imágenes representativas de la tinción (H&E) de secciones de h́ıgados de

ratones Ahr+/+ y Ahr-/-. La barra corresponde a 100 µm.

simulada (Figura I. 9A). El análisis microscópico de secciones de h́ıgado teñidas

con Hematoxilina-Eosina (H&E) y obtenidas 48 h después de la HPx, tampoco

mostró diferencias llamativas (Figura 1.8). En ambos casos, podŕıa apreciarse

una expansión similar del espacio de Disse, lo cual es clave para favorecer el in-

tercambio de factores entre la sangre y los hepatocitos que inician y favorecen la

regeneración [179].

Estudios anteriores han demostrado que ratones adultos Ahr-/- tienen una

reducción significativa en el peso y tamaño del h́ıgado [12], [297] (Figura 1.9A).

Por esta razón, los cambios en los ratios del peso h́ıgado/cuerpo están expresadas

respecto al grupo control (o ciruǵıa simulada) en ambos genotipos. A pesar de

este fenotipo basal, la cinética de la regeneración del h́ıgado reveló que la relación

entre la masa del h́ıgado y el peso corporal de los ratones Ahr-/- era mayor que la

de los ratones Ahr+/+, estad́ısticamente significativa 3 d́ıas después de la HPx.

Sin embargo, en ambos genotipos se alcanzó un peso similar del h́ıgado al final del
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Figura 1.9: La ausencia de Ahr aumenta la regeneración hepática des-

pués de la HPx. (A) Imágenes macroscópicas representativas de h́ıgados Ahr+/+

y Ahr-/- sin HPx (izquierda), y de los lóbulos laterales derecho 72 h después de la

HPx (derecha) y con operación simulada (centro). (B) La regeneración se cuanti-

ficó como el porcentaje de la masa del h́ıgado frente al peso total del ratón. (C)

Determinación de la longitud de la diagonal del lóbulo lateral derecho 72 h después

de la HPx normalizada frente a sus controles. ** (p < 0,01).

estudio (Figura 1.9B). Se encontró un resultado similar cuando se determinó el

nivel de regeneración tomando la longitud de la diagonal del lóbulo lateral derecho

del h́ıgado como referencia 72 h después de la HPx, la cual fue mayor en los ratones

Ahr-/- que en los ratones Ahr+/+ en comparación con sus controles de operación

simulada respectivamente (Figura 1.9A,C). A pesar de encontrar esta ventaja

regenerativa en los ratones que carećıan del receptor, estos mostraban menor tasa

de supervivencia tras la ciruǵıa (datos no mostrados) probablemente debido a las
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complicaciones hepáticas que son inherentes a la ausencia del receptor.

En el proceso regenerativo después de la HPx, las células hepáticas no sufren

daños y se requiere su proliferación más que de las células madre para restaurar

el tejido del h́ıgado [207], [298]. Por ello analizamos las diferencias en el poten-

cial proliferativo de los h́ıgados de ratones Ahr+/+ y Ahr-/- tras la ciruǵıa.

Los resultados mostraron que la expresión del marcador de proliferación PCNA

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) aumentó en ambos genotipos con perfiles si-

milares, aunque se encontró un mayor incremento a las 72 h después de la HPx en

los h́ıgados Ahr-/- en comparación con los h́ıgados Ahr+/+ (Figura 1.10A,B).

Estos resultados correlacionan positivamente con el aumento del ratio de los pe-

sos h́ıgado/masa corporal encontrado a las 72 h en ratones Ahr-/-. De hecho,

los niveles de PCNA ya eran más altos en los h́ıgados de ratones Ahr-/- que

en ratones Ahr+/+ en condiciones simuladas basales (Figura 1.10A,B). Los

experimentos de inmunofluorescencia respaldaron además un mayor número de

células con marcaje de PCNA nuclear en h́ıgados de ratones Ahr-/- que en rato-

nes Ahr+/+ a las 72 h después de la HPx (Figura 1.10C). En etapas tempranas

(por ejemplo, tras 24 h de la HPx), los h́ıgados de ambos genotipos mostraron una

cantidad basal de protéına PCNA citosólica, tal vez como resultado del traslado

del núcleo al citoplasma que tiene lugar para proteger de la apoptosis y mantener

la supervivencia celular [299], [300].

Otros genes relacionados con el ciclo celular como ciclina D1 y p-Rb mostraron

una regulación positiva tras la HPx en ambos grupos. Ciclina D1 se sobreexpresó

en los niveles de ARNm (Ccnd1 ) y protéına en h́ıgados de ratones Ahr-/- con un

patrón que tiene un pico máximo a las 48-72 h después de HPx (Figura 1.11A-

C). De manera consistente, los niveles de fosforilación normalizados (pRb/Rb) de

la protéına reguladora del ciclo celular Retinoblastoma fueron significativamente

más altos en h́ıgados de ratones Ahr-/- que en los Ahr+/+ a las 72 h después

de la HPx (Figura 1.11D). Además, la protéına p53, un factor importante que

modula positivamente la división celular después de la hepatectomı́a [301], y que

previamente nuestro grupo reveló que estaba regulada positivamente en el h́ıgado

adulto no diferenciado sin Ahr [133], fue significativamente sobreexpresado en

h́ıgados de ratones Ahr-/- en todo momento después de la HPx, con un nivel
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Figura 1.10: Las tasas de proliferación aumentan en los h́ıgados de ra-

tones Ahr-/- después de la HPx. (A,B) La expresión de la protéına PCNA se

determinó mediante Western Blot e (C) inmunofluorescencia a partir de extractos

de h́ıgado de ratones Ahr+/+ y Ahr-/- en los tiempos indicados después de la HPx.

Se usó la tinción con Ponceau para normalizar los niveles de protéına. Hoechst se

utilizó para teñir los núcleos celulares. Se utilizó un microscopio confocal Olympus

FV1000 y el software FV10 (Olympus). La barra de escala corresponde a 50 µm.

** (p < 0,01); *** (p < 0,005).
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Figura 1.11: Los marcadores de proliferación aumentaron en h́ıgados

de ratones Ahr-/- después de la HPx. (A,B) La expresión de ciclina D1

se analizó a nivel de protéına mediante Western Blot y (C) a nivel de ARNm

mediante la expresión de Ccnd1 determinada por RT-qPCR . Expresión proteica

y cuantificación determinada por Western Blot de pRb y Rb (D) y de p53 (E). La

tinción de Ponceau se utilizó para normalizar los niveles de protéına. * (p < 0,05)

** (p < 0,01); *** (p < 0,005).
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máximo a las 72 h (Figura 1.11E).

En conjunto, estos resultados demuestran que la ausencia de Ahr

potencia los niveles de proliferación celular hepática durante la recu-

peración del tejido hepático tras la HPx.

1.4.3. La deficiencia de Ahr afecta a la activación de la

respuesta inmune innata en la fase inicial de la rege-

neración

Para estudiar los mecanismos potenciales a través de los cuales Ahr podŕıa

participar en la regeneración del h́ıgado, analizamos las citoquinas que están in-

volucradas en la respuesta inflamatoria que tiene lugar en las etapas iniciales de

la regeneración [302], [303]. La expresión de Tnfα e Il6 se reguló transitoriamen-

te en momentos tempranos después de la HPx más marcadamente en h́ıgados

de ratones Ahr-/- que en ratones Ahr+/+ (Figura 1.12A-B). La medición de

la concentración en suero de TNFα e IL6 reveló que la falta de Ahr aumentó

los niveles circulantes de ambas citoquinas inmediatamente después de la HPx

(por ejemplo, 2-8 h), siendo el efecto significativamente mayor en ratones Ahr-/-

(Figura 1.12C-D).

TNFα provoca la activación de NF-κB, que se transloca al núcleo y activa la

transcripción de protéınas de fase aguda y genes proliferativos [304]. De manera

consistente, la expresión de NF-κB fosforilado fue mayor en los h́ıgados de ratones

Ahr-/- que en los Ahr+/+ con niveles máximos de protéına a las 24 h tras la

HPx (Figura 1.13A-B).

IL6 activa la v́ıa JAK/STAT e induce la expresión de oncogenes de respuesta

temprana inmediata, que son responsables del inicio del ciclo celular [305]. Obser-

vamos que c-Myc, c-Jun y Stat3 se sobreexpresaron a nivel de ARNm en h́ıgados

de ratones Ahr-/- después de HPx con una expresión máxima que osciló entre 24

y 48 h (Figura 1.13C-E).

Dado que Ahr es un factor de transcripción bien conocido, analizamos si es-

te receptor es necesario para mantener los niveles transcripcionales de los genes

Tnfα, Il6 e Il1 en ratones de tipo salvaje. Los experimentos de inmunoprecipi-
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Figura 1.12: La deficiencia de Ahr mejora la respuesta inmune al inicio

de la regeneración. Los niveles de ARNm de (A) Tnfα e (B) Il6 se determinaron

mediante RT-qPCR. Gapdh se usó para normalizar la expresión del gen de interés.

Los niveles de citoquinas para (C) TNFα e (D) IL6 se midieron en muestras de

suero tomadas de ratones Ahr+/+ y Ahr-/-. * (p < 0,05) ** (p < 0,01); *** (p <

0,005).

tación de cromatina (ChIP) revelaron que Ahr se une a la región promotora de

esos tres genes poco después de la HPx (Figura 1.14A-C), lo que sugiere que

este receptor regula los niveles fisiológicos de estas citoquinas en respuesta a la

HPx, y que la ausencia de Ahr puede producir un aumento en su expresión y

actividad.

Estos resultados sugieren que la deficiencia de Ahr mejora la red de

citoquinas en la ”priming phase” de la regeneración, lo que explicaŕıa

la mayor tasa de proliferación detectada en animales deficientes en el

receptor durante este proceso.

53



1.4. RESULTADOS I

Figura 1.13: Mayor activación de las respuestas reguladas por TNFα e

IL6 en ausencia de Ahr tras la HPx. (A,B) Se analizó la expresión proteica de

p-p65 por Western Blot. La tinción de Ponceau se usó para normalizar los niveles

de protéına. La expresión de ARNm de (C) c-Myc, (D) c-Jun y (E) Stat3 se

determinó usando RT-qPCR. Gapdh se usó para normalizar la expresión del gen

de interés. * (p < 0,05) ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).

1.4.4. Los marcadores de pluripotencia son modulados de

forma dependiente de Ahr durante la regeneración

hepática

Ahr ha sido identificado como un regulador de los marcadores de pluripoten-

cialidad OCT4, NANOG [39], [151] y SOX2 [165]. Por ello analizamos si exist́ıan

cambios en la expresión de estos factores en h́ıgados de ratones Ahr+/+ y Ahr-

/- sometidos a HPx. Los experimentos de expresión de ARNm revelaron que

Oct4, Nanog, Sox2 y Klf4 aumentaron significativamente su expresión en rato-
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Figura 1.14: Ahr regula de forma directa la expresión de las citoqui-

nas en la fase inicial de la regeneración. Inmunoprecipitación de cromatina

(ChIP) para la unión de Ahr a los sitios de unión de XRE ubicados en el promotor

de (A) Tnfα , (B) Il6 e (C) Il1 . Se utilizó qPCR para cuantificar los cambios en

la unión al ADN. *** (p < 0,005).

nes Ahr-/- durante la regeneración hepática en comparación con los niveles en

ratones Ahr+/+ (Figura 1.15A-D). El análisis de expresión de protéınas tam-

bién mostraron mayores cantidades de Oct4, Nanog y Sox2 en h́ıgados sin Ahr

(Figura 1.15E-G). De manera consistente, el patrón de expresión de protéınas

para estos marcadores siguió los perfiles de expresión de ARNm después de la

HPx, particularmente en h́ıgados de ratones Ahr-/-. Además, mientras que los

niveles de ARNm de Oct4, Nanog y Sox2 disminuyeron notablemente al final de

la regeneración en ausencia de Ahr, su expresión proteica se mantuvo significati-

vamente más alta incluso 7 d́ıas después de la HPx.

Aśı, la deficiencia de Ahr induce un estado indiferenciado y pluri-

potente en el h́ıgado que aumenta tras la HPx y que podŕıa mejorar

su potencial regenerativo.
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Figura 1.15: Los marcadores de pluripotencialidad se modulan de mane-

ra dependiente de Ahr. La expresión de ARNm de (A) Oct4, (B) Nanog, (C)

Sox2 y (D) Klf4 se determinó mediante RT-qPCR. Gapdh se usó para normalizar

la expresión génica. La expresión de protéınas de (E) Oct4 , (F) Nanog y (G) Sox2

se analizó en extractos de h́ıgado mediante Western Blot. Se usó la tinción con

Ponceau para normalizar los niveles de protéına. * (p < 0,05) ** (p < 0,01); ***

(p < 0,005).
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Figura 1.16: La falta de Ahr expande la “Side Population”. Las muestras

se procesaron para aislar y cuantificar las células SP+ mediante citometŕıa en (A)

el h́ıgado total y (B,C) el lóbulo lateral derecho . Las células SP+ se expresan con

respecto al número total de células hepáticas. * (p < 0,05) ** (p < 0,01); *** (p

< 0,005).

1.4.5. Expansión de la “side population” en ausencia de

Ahr

Además de los hepatocitos, las células madre del h́ıgado también proliferan

y se expanden para restaurar la masa y la funcionalidad hepáticas [209]. Deter-

minamos las células positivas SP+ presentes en los h́ıgados de ratones Ahr+/+

y Ahr-/- como una indicación de su contenido en células madre indiferenciadas.

Encontramos una expansión transitoria de células SP+ a tiempos tempranos des-

pués de la HPx en ambos genotipos, siendo el aumento significativamente mayor

en ausencia de Ahr (Figura 1.16).

Este fenotipo celular se ha relacionado con los factores de pluripotencia Oct4,

Nanog, Sox2 y Klf4. Por esto motivo analizamos la expresión de ARNm de estos
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factores en esta población celular aislada del h́ıgado. Observamos un aumento

significativo en los niveles de ARNm de Oct4 a las 24 h y Nanog a las 48 h

(Figura 1.17A-B) después de la HPx en células SP+ de h́ıgados de ratones

Ahr-/-. Los ARNm de Sox2 y Klf4 ya estaban en niveles más altos en condiciones

basales (ratones operados simuladamente) en células Ahr-/- SP+ para disminuir

gradualmente a valores de control a las 48 hdespués de HPx (Figura 1.17C-D).

Además, el gen regulador positivo del ciclo celular, Ccnd1, también se reguló en

condiciones basales y en las etapas iniciales después de la HPx en células Ahr-/-

SP+ (Figura 1.17E).

Por lo tanto, es probable que un mayor porcentaje de células con un

fenotipo de célula madre en h́ıgados de ratones Ahr-/- en condiciones

basales mejore el potencial regenerativo de estos ratones y, es cohe-

rente, con el aumento de expresión de marcadores de pluripotencia e

indiferenciación en esta población celular.

1.4.6. En ausencia de Ahr se produjo una regulación po-

sitiva de las v́ıas de señalización de Hippo/YAP y

Wnt/β-catenina

La ruta Hippo juega un papel fundamental en el control del tamaño de los

órganos, el mantenimiento de la población de células madre y la regulación de

la diferenciación celular [306], [307]. Además, el destino entre los progenitores

hepáticos y los hepatocitos también está controlado por la señalización de es-

ta ruta y, de hecho, cambios endógenos en la ruta Hippo pueden provocar la

reprogramación de los hepatocitos. Una elevada expresión de YAP en células

hepáticas define una identidad de célula stem y provoca un aumento de su proli-

feración [251]. Con la HPx la expresión de la protéına del factor transcripcional

Yap aumentó en el h́ıgado de ratones de ambos genotipos, aunque los niveles de

Yap fosforilado (p-Yap) fueron mayores en condiciones basales y en respuesta a

HPx en ratones Ahr-/- que en ratones Ahr+/+. En consecuencia, la relación p-

Yap/Yap se mantuvo significativamente mayor en ratones sin Ahr que en animales

de tipo salvaje antes (operados de forma simulada) y durante la regeneración des-
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Figura 1.17: La ausencia de Ahr aumenta la expresión de los marcadores

de pluripotencia en el h́ıgado en regeneración. El ARNm se purificó a partir

de células SP+ de ratones Ahr+/+ y Ahr-/- y se utilizó para analizar mediante

RT-qPCR la expresión de (A) Oct4 , (B) Nanog , (C) Sox2 , (D) Klf4 y (E) Ccnd1

. Gapdh se usó para normalizar la expresión génica. * (p < 0,05) ** (p < 0,01);

*** (p < 0,005).

pués de la HPx (Figura 1.18A). La fosforilación de Yap induce su retención en

el citosol y, en consecuencia, la proporción de Yap nuclear frente a citosólico se

redujo en h́ıgados de ratones Ahr-/- (Figura 1.18B). Analizamos las protéınas

quinasas responsables de la fosforilación de Yap, Lats1 y Lats2, y estaban regu-

ladas positivamente a nivel de ARNm en ausencia de Ahr después de la HPx de

acuerdo con el aumento observado en la relación p-Yap/Yap ((Figura 1.18C-
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D). A consecuencia de la mayor activación de la ruta Hippo/YAP, su efector

transcripcional Taz mostró un aumento significativo en los niveles de protéına de

las 48 h a los 7 d́ıas en h́ıgados de ratones Ahr-/- ((Figura 1.18E).

Otra ruta de gran importancia en el h́ıgado es la ruta Wnt/β-catenina, la cual

es fundamental en su desarrollo embrionario, proliferación y maduración [133],

[308], [309]. La expresión de β-catenina aumentó después de la HPx en h́ıgados

de ambos genotipos, aunque los niveles alcanzados a tiempos cortos después de

la HPx (por ejemplo, 48 h) fueron significativamente más altos en h́ıgados de

ratones Ahr-/- que en ratones Ahr+/+ ((Figura 1.19A). La distribución intra-

celular de β-catenina reveló que sus cantidades nucleares aumentaron en ausencia

de Ahr con respecto a los h́ıgados que expresan Ahr ((Figura 1.19B), lo que

sugiere una mayor actividad transcripcional. De manera consistente, la expresión

de ARNm de la diana transcripcional de β-catenina, Axin2, aumentó significati-

vamente en h́ıgados de ratones Ahr-/- en los mismos tiempos después de la HPx

en los que aumentaron la expresión de la protéına β-catenina y su localización

nuclear ((Figura 1.19C).

Estos resultados sugieren que la deficiencia de Ahr intensifica la

regulación de las v́ıas Hippo/YAP y Wnt/β-catenina, las cuales afectan

a la pluripotencialidad del h́ıgado, lo que probablemente contribuye a

su mejor respuesta tras la HPx.

1.4.7. Los cambios en el perfil metabólico presentan dife-

rencias en ausencia de Ahr durante la regeneración

hepática

La HPx implica una pérdida significativa de glucógeno, el cual es esencial

para el metabolismo hepático [310]. Esto provoca que en la fase de inicio de la

regeneración se reduzca la cantidad de glucosa en sangre y sean necesarias fuentes

alternativas de enerǵıa como los ĺıpidos [311]. Por tanto, se midió la cantidad de

glucosa en sangre en ratones de ambos genotipos después de la HPx y se observó

que efectivamente hab́ıa una reducción. Sin embargo, los ratones Ahr-/- teńıan

niveles de glucosa significativamente más bajos ya en condiciones basales (ope-
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Figura 1.18: Los h́ıgados sin Ahr muestran una regulación positiva de la

ruta Hippo. La expresión total de las protéınas (A) p-YAP/YAP , de (E) TAZ y

(B) los niveles citosólicos y nucleares de YAP se analizaron en extractos de h́ıgado

de mediante Western Blot. Se usó la tinción con Ponceau para normalizar los

niveles de protéına total y GAPDH e Histona H3 como controles para la protéına

citosólica y nuclear, respectivamente. La expresión de ARNm de las quinasas (F)

Lats1 y (G) Lats2 se cuantificó mediante RT-qPCR. Gapdh se usó para normalizar

la expresión génica. * (p < 0,05) ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).
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Figura 1.19: Los h́ıgados sin Ahr muestran una regulación positiva de

la ruta Wnt/β-catenina. La expresión total de la protéına (A) β-catenina y (B)

sus niveles citosólicos y nucleares se analizaron en extractos de h́ıgado de mediante

Western Blot. Se usó la tinción con Ponceau para normalizar los niveles de protéına

total y GAPDH e Histona H3 como controles para la protéına citosólica y nuclear,

respectivamente. La expresión de ARNm de su diana transcripcional (C) Axin2 se

cuantificó mediante RT-qPCR. Gapdh se usó para normalizar la expresión génica.

* (p < 0,05) ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).

rados de forma simulada) y después de 24 h de la HPx que los ratones Ahr+/+

((Figura 1.20A). Esta diferencia podŕıa ser debida a que en h́ıgados de rato-

nes Ahr-/- hubiera un transporte de glucosa más eficiente, ya que la expresión

génica de Slc2a2, el principal transportador de glucosa hepática [312], se encon-

traba sobreexpresado respecto a h́ıgados de ratones Ahr+/+ antes de realizarse

la HPx ((Figura 1.20C-D). La baja concentración de glucosa en sangre causa

una reducción de la expresión genes implicados en su metabolismo [313], pero en

animales Ahr-/- tras la HPx se observa una recuperación prematura de la expre-

sión génica de enzimas implicadas en la glucólisis, Gck y Pdk2 ((Figura 1.20F).

Además, analizamos la actividad enzimática de la hexoquinasa, la cual no cambia

su actividad tras la HPx debido a que partir de ella se obtiene un porcentaje muy

bajo de ATP en células parenquimáticas del h́ıgado. Sin embargo, en células no

parenquimáticas es la mayor responsable de la fosforilación de la glucosa [314],
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Figura 1.20: Cambios en el metabolismo de la glucosa en ausencia de Ahr

durante la regeneración hepática. (A) Concentración de glucosa en sangre

obtenida mediante un glucómetro . (B) Actividad enzimática de la hexoquinasa en

homogeneizados de h́ıgado . Expresión génica determinada mediante RT-qPCR de

los genes (C) Slc2a2 , (D) Scl2a4 , (E) Gck y (F) Pdk2 . Gapdh se empleó para

normalizar la expresión génica. * (p < 0,05) ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).

como, por ejemplo, son las células progenitoras hepáticas que presentan carac-

teŕısticas similares a las células ovales [315]. Encontramos que antes y tras la HPx

la actividad enzimática de la hexoquinasa fue superior en animales Ahr-/-, lo que

podŕıa deberse al aumento en el número de células con fenotipo stem antes y tras

la HPx ((Figura 1.20B).

Las diferencias encontradas en el metabolismo glucoĺıtico entre ambos geno-

tipos podŕıan estar relacionadas con un metabolismo liṕıdico alterado. Esto nos
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Figura 1.21: Cambios en el metabolismo liṕıdico en ausencia de Ahr

durante la regeneración hepática. Se analizó la expresión de ARNm de (A)

Pxr , (B) FAE , (C) Cd36 , (D) Pparα y (E) Pparβ por RT-qPCR en extractos

de h́ıgado. Gapdh se empleó para normalizar la expresión génica. * (p < 0,05) **

(p < 0,01); *** (p < 0,005).

llevó a analizar la expresión de genes responsables de regular la lipogénesis, la

β-oxidación y el transporte de ĺıpidos. La expresión de ARNm de la elongasa de

ácidos grasos libres de cadena larga, Fae, el receptor Pregnane-X, Pxr, y el trans-

portador de ácidos grasos libres, Cd36 aumentó en h́ıgados de ratones Ahr-/ -

en condiciones basales ((Figura 1.21A-C). Tras la HPx, Fae y Pxr exhibieron

una regulación negativa transitoria que volvió a los valores basales a las 48 h.

Cd36, por el contrario, se reguló a tiempos más cortos (por ejemplo, 24 h) para
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disminuir a los niveles iniciales a las 48 h. También se analizaron reguladores adi-

cionales del metabolismo de los ĺıpidos, como Pparα y Pparβ [316]. Mientras que

Pparβ no mostró diferencias significativas en la expresión entre genotipos después

de la HPx, Pparα aumentó en h́ıgados de ratones Ahr+/+ después de la HPx

en comparación con h́ıgados de ratones Ahr-/- ((Figura 1.21D-E), produciendo

aśı un perfil de expresión opuesto al de Fae, Pxr, CD36 y PParα.

AKT es un factor adicional involucrado en las v́ıas de señalización que con-

trolan el metabolismo hepático a través de mTORC1 [317], [318]. Además, con

cierto grado de regeneración alcanzado se reanudan de nuevo de las funciones

gluconeogénicas, lo que se traduce en el incremento de la fosforilación de AKT

[319]. El análisis de expresión de protéınas reveló un aumento en la relación

pAKT/AKT en h́ıgados de ratones Ahr-/- en condiciones basales y hasta 7 d́ıas

después de la HPx ((Figura 1.22A). También mediante el uso de inmunopreci-

pitación de cromatina, encontramos que Ahr se une al promotor del gen Akt en

el h́ıgado Ahr+/+ tras la HPx ((Figura 1.22B).

En conjunto, estos datos sugieren la mejora del metabolismo liṕıdico

y glicoĺıtico en los ratones Ahr-/-, y esta respuesta probablemente

aumenta la capacidad de regeneración del h́ıgado.

1.4.8. El trasplante de células hepáticas Ahr-/- mejoró el

proceso regenerativo de ratones silvestres hepatec-

tomizados

El trasplante hepático es uno de los tratamientos potencialmente útiles para

tratar la insuficiencia hepática con resultados demostrados en la mejoŕıa de la

supervivencia de los pacientes [320], [321]. Como posible alternativa al trasplante

hepático ortotópico, el trasplante de los hepatocitos podŕıa cubrir las mismas ne-

cesidades, además de ser técnicamente más sencillo. Los hepatocitos aislados con

la técnica de digestión enzimática con colagenasa conservan sus caracteŕısticas

ultraestructurales y su capacidad metabólica [322], [323]. Para llevar a cabo el

trasplante de los hepatocitos el bazo se considera el mejor lugar de intervención,

ya que entre el 50-85% de los hepatocitos inyectados migran al h́ıgado a través
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Figura 1.22: Regulación de AKT mediada por Ahr durante la regenera-

ción hepática. (A) La relación p-Akt/Akt se analizó mediante Western Blot. Se

usó la tinción de Ponceau para normalizar los niveles de protéına . (B) La unión

de Ahr al promotor del gen Akt se determinó mediante inmunoprecipitación de

cromatina . Se usó qPCR para cuantificar los cambios en la unión del ADN. Gapdh

se empleó para normalizar la expresión génica. * (p < 0,05) ** (p < 0,01); *** (p

< 0,005).

de la vena esplénica y colonizan los lobulillos hepáticos [324], [325]. Teniendo en

cuentas estas circunstancias y analizando nuestros resultados anteriores, decidi-

mos llevar a cabo el trasplante de células aisladas de ratones Ahr-/- que expre-

saban YFP (Yellow Fluorescence Protein) a través del bazo de ratones silvestres

previamente hepatectomizados. Encontramos que las células migraban desde el

bazo al h́ıgado donde se implantaban y permanećıan al menos 48 h después de

la intervención ((Figura 1.23A). Además, estos ratones mostraban una mejoŕıa

significativa en la regeneración en comparación a los ratones Ahr+/+ hepatecto-

mizados que no hab́ıa sido trasplantados ((Figura 1.23B). Todo parece indicar

que las células Ahr-/- estaŕıan dividiéndose y/o fomentando la proliferación de

las células remanentes del h́ıgado. Sin embargo, estos resultados deben tomarse

con cautela, ya que habŕıa que hacer un estudio más detallado de este modelo

para confirmar que la ventaja regenerativa se deb́ıa no solo al trasplante celular
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sino también a que estas células no expresaban Ahr.

Estos resultados sugieren a priori que el trasplante de células Ahr-/-

mejora la eficiencia regenerativa de ratones silvestres que han sufrido

una HPx.

Figura 1.23: El trasplante de células Ahr-/- potencia la regeneración

hepática. (A) Se analizó el porcentaje total de células GFP+mediante citometŕıa.

(B) Imágenes representativas del lóbulo lateral derecho de los h́ıgados en diferentes

condiciones ensayadas explicadas en el texto . (C) La regeneración se cuantificó

como el porcentaje de la masa del h́ıgado frente al peso total del ratón. * (p <

0,05) ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).
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1.5. Discusión I

El h́ıgado es el principal órgano responsable de la desintoxicación del organis-

mo y, como resultado, está constantemente expuesto a una amplia variedad de

compuestos tóxicos. Este hecho junto con otros eventos puede dañarlo, e incluso,

conducir al desarrollo de tumores. Sorprendentemente, el h́ıgado puede reaccionar

a tales lesiones activando un proceso regenerativo destinado a reparar la arquitec-

tura y la función del tejido hepático. De hecho, se puede lograr una regeneración

hepática completa después de la exposición a agentes inductores de necrosis o

después de una HPx en mamı́feros [206], [326]. Desde una perspectiva humana,

conocer los mecanismos que impulsan la regeneración hepática es esencial para

acelerar la regeneración del tejido sano restante tras una resección quirúrgica del

tejido hepático dañado y, en último término, mejorar la tasa de supervivencia de

estos pacientes.

Hemos demostrado en estudios anteriores del grupo de investigación que se

requiere Ahr para ajustar la regeneración del h́ıgado después de una lesión tóxi-

ca aguda [151]. Además nuestro trabajo junto con el de otros investigadores, ha

revelado que Ahr tiene un papel clave para reducir el desarrollo de hepatocar-

cinomas en ratones causados por la exposición post-natal a la dietilnitrosamina

[151], [191] y por el envejecimiento [166]. Además, nuestros resultados previos

también sugieren que el mayor potencial regenerativo y la mayor susceptibilidad

a la hepatocarcinogénesis de los ratones sin Ahr podŕıan deberse a su fenotipo

hepático más indiferenciado y pluripotente [133], [151].

En otros contextos diferentes del h́ıgado, se ha encontrado que la activa-

ción del receptor mediante ligandos exógenos vincula su participación en v́ıas de

señalización responsables de la regeneración tisular. Estos procesos regenerativos

dependientes de Ahr se dan tanto en un contexto no mamı́fero, como es en la

regeneración de la aleta caudal y del corazón en larvas de pez cebra [283], [286],

como en mamı́feros, tras daño agudo inducido por tóxicos en pulmón [39]. Ahr

también interviene en otro modelo de regeneración como es la piel, independiente

de su activación toxicológica por ligandos exógenos [152] .

Sin embargo, los mecanismos fundamentales por los cuales Ahr regula la rege-
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neración del h́ıgado no se han esclarecido completamente. En este estudio, hemos

investigado los posibles mecanismos a través de los cuales Ahr ajusta la rege-

neración del h́ıgado en respuesta a una eliminación masiva de tejido similar a

la utilizada en humanos. Demostramos que Ahr tiene un importante papel en

la regeneración del h́ıgado tras una HPx, ya que se induce y activa de forma

endógena sin haber tratado al individuo o al órgano con ningún compuesto tóxi-

co que pudiera ser un ligando exógeno de esta protéına. Esta regulación positiva

del receptor puede deberse a metabolitos que se acumulan en el h́ıgado durante

la regeneración y sirven como ligandos endógenos espećıficos para activar facto-

res de transcripción implicados en respuesta a xenobióticos [223]. Encontramos

que la delección de Ahr acelera la regeneración del h́ıgado en ratones sometidos

a HPx, lo que confirma la relevancia funcional de Ahr en este proceso. Nuestra

conclusión principal es que se requiere Ahr durante la ”priming phase”temprana

de la regeneración del h́ıgado para controlar la expansión de las células prolifera-

tivas con caracteŕısticas pluripotentes y la activación de las v́ıas de señalización

que modulan la diferenciación celular y el metabolismo. En consecuencia, Ahr

parece regular la reentrada de los hepatocitos desde su estado de reposo al ciclo

celular proliferativo.

Por lo general, los estudios de regeneración hepática usando como modelo la

HPx han revelado el potencial proliferativo de hepatocitos, los cuales previamente

a la ciruǵıa se encuentran inactivos en estado de quiescencia [206]. Este hecho

ha supuesto que se asuma que estas células son la fuente a partir de la cual

la masa hepática se recupera [304] . Estudios independientes han mostrado que

Ahr participa como modulador del ciclo celular a través de la regulación de la

progresión de fase G1/S. TCDD puede perjudicar la regeneración del h́ıgado

tras una HPx controlando los niveles de los inhibidores de ciclinas quinasas,

p21Cip1 y p27Kip1 [193] . Del mismo modo, tratamientos con ligandos de Ahr

producen su activación sostenida provocando parada de ciclo celular en G1 en

células de hepatoma 5L [272]-[274], Hepa-1c1c7 [89] y MCF7 [275]. La inducción

de Cyp1a1 es un mecanismo de retroalimentación negativa para eliminar los

ligandos endógenos de Ahr con el fin de asegurar una correcta proliferación celular

[276] . Cyp1a1 alcanzó su máxima inducción a las 48 h tras la HPx, lo que
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podŕıa ser también en este modelo un mecanismo para apagar la señalización

de Ahr. Esto justifica el aumento de la expresión protéınas responsables de ciclo

celular como son la Ciclina D1 y PCNA a partir de las 48 h. Por lo tanto, la

actividad de Ahr puede ajustarse en el h́ıgado para controlar la proliferación

y la regeneración evitando eventualmente el crecimiento excesivo de órganos.

Curiosamente, la expresión y la actividad transcripcional de Ahr aumentaron

notablemente al inicio y durante la regeneración, lo que sugiere su papel en la

limitación del crecimiento del h́ıgado y el apoyo a un proceso regenerativo más

eficiente en ratones Ahr-/-. De manera constante, la expresión de los marcadores

de ciclo celular, Ciclina D1 y PCNA, aumentó rápidamente en h́ıgados de ratones

Ahr-/-. La ausencia de Ahr también puede favorecer la liberación de protéınas

E2F de pRb inactivado y la entrada en el ciclo celular dado que Ahr puede

formar complejos con pRb para estabilizar su conformación activa y bloquear la

progresión del ciclo celular [158], [277], [278].

P53 regula la transcripción de p21Cip1 [327], aśı como la transcripción de

genes implicados en la glucólisis, la lipogénesis y otras v́ıas metabólicas [328] . P53

también está involucrado en la prevención de la poliploid́ıa de células maduras

[301], [329] y, en particular, la deficiencia de Ahr mantiene un fenotipo diploide

indiferenciado en el h́ıgado adulto con regulación positiva de P53 [133]. Dado

que la diploid́ıa está asociada con un estado proliferativo (no diferenciado) en

el h́ıgado, los niveles más altos de P53 encontrados en ratones Ahr-/- tras una

HPx pueden contribuir al aumento de las tasas regenerativas encontradas en estos

ratones.

La entrada en el ciclo celular se produce gracias a la inflamación aguda me-

diada por el sistema inmune innato que se desencadena tras la ciruǵıa del h́ıgado

[303]. Las células de Kupffer (KC), subpoblación de macrófagos residentes del

h́ıgado, secretan TNF-α y IL6 en la etapa de inicio de la regeneración o “priming

phase” [210], [330], los cuales inducen directamente la expresión de múltiples

genes asociados con protéınas de fase aguda para facilitar la proliferación de

hepatocitos [206] . La importancia de Ahr en la regulación del sistema inmu-

ne está comenzando a surgir, como muestran estudios recientes que describen

la limitación de la respuesta de los macrófagos frente a est́ımulos inflamatorios
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dependiente de la activación de Ahr [254]. Los ratones Ahr-/- presentan mayores

niveles de inflamación tras la HPx, presentando mayores niveles de TNFα e IL6

liberados en suero y mayor nivel de expresión génica. Experimentos de inmuno-

precipitación de cromatina revelaron que en ratones silvestres sometidos a HPx

exist́ıa una regulación transcripcional en los promotores de TNFα, Il1 e Il6 por

parte de Ahr. Para corroborar esta respuesta, analizamos si hab́ıa una mayor ac-

tivación de NF-κB y de la transcripción de genes relacionados con la proliferación

de los hepatocitos (c-Myc, c-Jun y Stat3 ). Ambas respuestas en los ratones Ahr-

/- presentaban mayor activación que en ratones Ahr+/+. En células de cáncer de

mama humano, Ahr activado forma complejos con RelA y mediante la unión al

promotor de c-Myc controla su expresión [331]. La formación de complejos Ahr-

RelA también puede ayudar a explicar algunos de los resultados toxicológicos

adversos de los ligandos Ahr como inmunosupresión, involución t́ımica, hiperque-

ratosis y carcinogénesis [279]. De acuerdo con esto, en ratones envejecidos Ahr

regula transcripcionalmente la expresión de los genes relacionados con senescen-

cia, p16Ink4a, p21Cip1, y TNFα. Además, estos ratones senescentes carentes de

la expresión de Ahr presentan mayores niveles de inflamación y expresión de estos

marcadores de senescencia [166].

En general, se acepta que la regeneración del h́ıgado en respuesta a tóxicos

se debe a la contribución de las células madre progenitoras del h́ıgado [326]. Sin

embargo, la regeneración del h́ıgado tras una HPx no depende necesariamente de

las células madre del h́ıgado, aunque pueden inducirse y expandirse bajo circuns-

tancias experimentales espećıficas [231]. La regeneración acelerada en ratones con

Ahr deleccionado podŕıa deberse a la activación y expansión de las células con

fenotipo stem residentes en el h́ıgado, ya que en condiciones basales y tras la

HPx, encontramos mayor porcentaje de estas células en ratones knock-out que

en los ratones silvestres. Esta capacidad de troncalidad o stemness que define

el h́ıgado Ahr-/- podŕıa deberse a que el tejido en estado basal ya mostraba so-

breexpresión de marcadores de pluripotencia y reprogramación como son Oct4,

Nanog, Klf4 y Sox2, y tras la HPx se produjo una mayor inducción de su expresión

respecto a la encontrada en el tejido hepático de ratones Ahr+/+. En carcino-

mas hepatocelulares también se ha identificado a los marcadores de pluripotencia
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y reprogramación como intermediarios capaces de mantener las propiedades de

las células madre tumorales [332]-[334]. Diversos trabajos de nuestro grupo han

demostrado que Ahr es determinante en el estado de diferenciación en diferen-

tes contextos. En respuestas fisiológicas, Ahr es clave en el desarrollo folicular

ovárico [136] y el desarrollo embrionario preimplantacional [40]. En contextos pa-

tológicos, Ahr determina el estado de diferenciación de las células de carcinoma

embrionario humano [39], en la regeneración del h́ıgado y el pulmón en respuesta

a daño agudo inducido por tóxicos [150], [151] e incluso durante el desarrollo de

adenocarinoma de pulmón de células no pequeñas (Non Small-Cell Lung Cancer,

NSCLC) inducido por el oncogén humano KRas-G12D en un fondo deficiente en

Ahr [167].

La ruta Hippo es una red de señalización relevante en la regeneración del h́ıga-

do. Parece probable una interacción funcional entre Hippo y Ahr en el h́ıgado,

ya que su intermediario transcripcional Yap, se induce, fosforila y localiza en el

citosol en mayor medida en ratones Ahr-/- que en ratones Ahr+/+, lo que sugie-

re que Ahr limita el nivel de activación de la ruta tras la regeneración inducida

por una HPx. Consistentemente, las quinasas responsables de la localización ci-

tosólica de Yap y Taz, Lats1 y Lats2, también aumentaron en ausencia de Ahr.

Sugerimos que en los h́ıgados sin Ahr, la activación de la v́ıa Hippo contribuye

a mantener un fenotipo más indiferenciado y, en última instancia, mejora la ca-

pacidad de regeneración. Del mismo modo ocurre en blastocistos Ahr-/- donde

YAP no se localiza nuclearmente provocando fallos en la polaridad del embrión

[40]. El estudio de la ruta Hippo en el h́ıgado es controvertido debido al hecho de

que ratones mutantes para diferentes genes de la ruta presentan siempre h́ıgados

de mayor tamaño. Algunos de estos modelos Knock-out de genes implicados en

mantener la ruta activa en el citoplasma presentan mayores tasas proliferativas de

los hepatocitos, mientras que en otros son las células troncales las que proliferan

y se diferencian [335]-[337].

La señalización Wnt/β-catenina es responsable de la proliferación de células

hepáticas normales y tumorales, debido a la regulación de marcadores de pluripo-

tencia [261]. La regulación de la señalización de β-catenina dependiente de Ahr se

apoya en el hecho de que en ratones Ahr-/- durante la regeneración aumentaron
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su expresión nuclear y, por lo tanto, también aumentó la expresión génica de una

de sus dianas transcripcionales, Axin2. Por tanto, la activación de Ahr podŕıa

afectar a la señalización Wnt/β-catenina como ocurre en la regeneración tisular

del pez cebra [287].

La regeneración del h́ıgado implica adaptaciones metabólicas; en las primeras

etapas la v́ıa de obtención de la enerǵıa cambia a la lipólisis mientras que en

las etapas tard́ıas la glucólisis empieza a ser la ruta principal de obtención de

enerǵıa en el h́ıgado [338]. La concentración de glucosa en sangre disminuyó en

mayor medida en ratones Ahr-/-, lo que podŕıa deberse a que presentaban mayor

expresión del transportador de glucosa espećıfico del h́ıgado Glut2 (gen Slc2a2 )

ya en estado basal. Además, en el h́ıgado de ratones carentes de Ahr en estado

basal se apreciaba un incrementado metabolismo glicoĺıtico, pues la actividad

enzimática de la hexoquinasa y la expresión génica de la enzima Pdk2 era supe-

rior al de ratones silvestres. Además, tras la HPx, la expresión génica de Pdk2

y Gck comenzó a recuperarse antes en ratones Ahr-/- que en Ahr+/+. En este

sentido, AKT aumentó su expresión proteica y su fosforilación en ratones nulos

para Ahr respecto a los ratones silvestres, lo que es un indicativo de la restau-

ración temprana de las v́ıas metabólicas hepáticas dependientes de glucosa. El

mantenimiento de la actividad de la hexoquinasa en h́ıgados Ahr-/- poco después

de la HPx podŕıa deberse a la expansión de las células madre con un metabolis-

mo glucoĺıtico preferencial [339]. Un estudio anterior ha descrito la presencia de

esteatosis hepática en ratones Ahr-/- posnatales [297]. Los genes involucrados en

el metabolismo de los ĺıpidos como Pxr, Fae, Cd36 y Pparβ mostraron niveles de

expresión más altos antes y tras una HPx en ratones Ahr-/- mientras que Pparα

mostró un patrón opuesto aumentando en h́ıgados Ahr+/+. PPARα es un diana

terapéutica frente a la resistencia a insulina [340], mientras que PPARβ actúa

frente a la inflamación provocada por los macrófagos [341]. Aśı estos resultados

pueden explicarse pues la inflamación de ratones Ahr-/- tras la HPx era elevada y

la ausencia de Ahr afecta al eje de señalización PI3K/AKT/INSR/GSK3β/ERK

disminuyendo la resistencia a insulina en el h́ıgado [133].

El trasplante hepático es de las pocas estrategias terapéuticas que ha mostra-

do resultados prometedores en la mejora de la supervivencia de los pacientes con

74



1.5. DISCUSIÓN I

insuficiencia hepática. Como aproximación a esta técnica, empleamos trasplante

de células sin Ahr en un individuo silvestre sometido a la ciruǵıa de hepatectomı́a,

tratando de confirmar que la ausencia de Ahr mejora la regeneración. Estudios

previos que utilizaron este modelo confirmaron que los hepatocitos trasplantados

a través del bazo de rata conservan sus caracteŕısticas histológicas, ultraestruc-

turales y funcionales, y responden a HGF aumentando la masa de las células

trasplantadas [342]-[344]. Se ha confirmado que el trasplante mejora la capacidad

funcional del h́ıgado cirrótico en ratas [345] y en perros [346]. De este modo, el

trasplante de células podŕıa emplearse para mejorar la función hepática en los pa-

cientes con hepatopat́ıa crónica no candidatos a trasplante hepático, o en aquellos

enfermos que śı son candidatos al trasplante, para mejorar la función hepática

previa al trasplante o durante los peŕıodos de espera para un retrasplante.

En resumen, la actividad fisiológica de Ahr podŕıa ser necesaria para el ini-

cio y la finalización adecuados de las respuestas proliferativas que impulsan la

regeneración del h́ıgado. Ahr tiene relevancia en el control de la diferenciación,

y además se relaciona con las v́ıas de señalización Wnt/β-catenina e Hippo, las

cuales promueven regeneración y están asociadas a la activación de factores de

pluripotencia y reprogramación. Una cuestión relevante es que a pesar de que,

tras la HPx, la regeneración del tejido no se produzca esencial y necesariamente

por la expansión de células con fenotipo stem, en ausencia de Ahr tras este pro-

cedimiento aumenta su proporción e indiferenciación. Se requerirá trabajo futuro

para determinar si la modulación farmacológica de Ahr representa una estrategia

prometedora para acelerar la regeneración hepática en pacientes con diferentes

formas de daño hepático, incluida la hepatectomı́a parcial dependiente del cáncer.
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1.6. Conclusiones I / Conclusions I

Conclusiones I:

1. Ahr retrasa la regeneración hepática tras una HPx en el h́ıgado. El receptor

se activa e induce su expresión de manera independiente de ligando exógeno

durante el proceso para inactivarse una vez llevada a cabo la reparación.

2. La regeneración más eficiente observada en h́ıgados de ratones carentes de

Ahr se correlaciona probablemente con una respuesta inflamatoria acrecen-

tada al principio de la regeneración, provocando mayores tasas proliferativas

hepatoćıticas.

3. La deficiencia de Ahr aumenta el porcentaje de células con un fenotipo de

célula madre en h́ıgados en condiciones basales y tras la HPx, lo que es

coherente con el aumento de expresión de marcadores de pluripotencia e

indiferenciación en esta población celular.

4. La activación persistente de Ahr podŕıa conducir a la regulación negativa

de las rutas de señalización Hippo/YAP y Wnt/β-catenina, alterando aśı

la diferenciación y/o el estado proliferativo del h́ıgado.

5. El aumento de la capacidad de regeneración del h́ıgado de ratones Ahr-/-

podŕıa deberse a la activación del metabolismo liṕıdico y glicoĺıtico de estos

ratones.

6. El trasplante de células Ahr-/- incrementa la tasa regenerativa hepática de

ratones silvestres que han sufrido una HPx.
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Conclusions I:

1. Ahr delays hepatic regeneration after PHx in the liver. The receptor is

activated and induced independently of exogenous ligand during the process

to come back at basal levels once the repair has been achieved.

2. The more efficient regeneration observed in Ahr knockout mouse livers pro-

bably correlates with an enhanced inflammatory response early in the re-

generation process, leading to higher hepatocyte proliferative rates.

3. Ahr deficiency increases the percentage of cells with a stem cell phenotype

in livers in basal conditions and after PHx, which is consistent with the

increased expression of pluripotency and undifferentiation markers in this

cell population.

4. Persistent activation of Ahr could lead to negative regulation of the Hip-

po/YAP and Wnt/β-catenin signaling pathways, thus impairing the diffe-

rentiation and/or proliferative state of the liver.

5. The increase in the regenerative capacity of the Ahr-/- liver could be due

to the improvement in the lipid and glycolytic metabolism of these mice.

6. Ahr-/- cell transplantation increases the hepatic regenerative rate of wild-

type mice that have been surgeried with a PHx.
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Capı́tulo 2
Implicación del receptor de aril

hidrocarburos Ahr en la Esclerosis

Múltiple

2.1. Resumen II / Summary II

Resumen II: Las células dendŕıticas (Dendritic cells, DC, DC) actúan como

conexión entre la fase innata y adaptativa del sistema inmune. En el contexto de

las enfermedades autoinmunes, las DC regulan el equilibrio entre los mecanismos

inmunes patogénicos y reguladores, controlando el inicio y la progresión de la

enfermedad. Aśı parecen tener un rol relevante en la EM (Esclerosis Múltiple),

enfermedad autoinmune del SNC (Sistema Nervioso Central) que se caracteriza

por una patente desmielinización y daño axonal. El receptor de hidrocarburos de

arilo (AHR) es fundamental para el desarrollo y la homeostasis del sistema in-

mune. En esta Tesis Doctoral, se utilizó como modelo la Encefalitis Autoinmune

Experimental (EAE) con un enfoque cĺınicamente relevante para el desarrollo de

tratamientos inmunomodulares. De hecho, AHR modula la funcional de las DC a
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través de la regulación de la expresión de genes responsables de la diferenciación

de Treg (células T reguladoras), modulando rutas celulares responsables de este

fenotipo como son las controladas por CD39 o FADS3. Los ligandos endógenos

de AHR provenientes de la microbiota intestinal, y concretamente el ácido indo-

lacético (IAA) pueden modular las respuestas en las DC orientándolas hacia la

diferenciación de células T tolerogénicas. Aśı debido a la importancia de la micro-

biota en el eje intestino-cerebro en las enfermedades autoinmunes, encontramos

que el tratamiento con probióticos productores de este metabolito disminuye la

patogenia de la EAE principalmente a través de la expansión de las células Treg

frente a las células TH17 en el SNC debido a una modulación de las DC en el

entorno periférico antes de alcanzar el SNC. El desarrollo de tratamientos que

modulen la señalización de AHR en DC puede ser una estrategia terapéutica

prometedora para tratar la EM.
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Summary II: Dendritic cells (DC) act as a connection between the inna-

te and adaptive phase of the immune system. In the context of autoimmune

diseases, DCs regulate the balance between pathogenic and regulatory immune

mechanisms, controlling the initiation and progression of the disease. Thus, they

seem to play a relevant role in MS (Multiple Sclerosis), an autoimmune disease

of the CNS characterized by patent demyelination and axonal damage. The aryl

hydrocarbon receptor (AHR) is essential for the development and homeostasis of

the immune system. In this work, Experimental Autoimmune Encephalitis (EAE)

was used as a model with a clinically relevant approach for the development of

immunomodulatory treatments. In fact, AHR modulates the functionality of DCs

through the regulation of the expression of responsible genes for Treg cells dif-

ferentiation, modulating cellular pathways to get this phenotype, such as those

controlled by CD39 or FADS3. Endogenous AHR ligands from the intestinal mi-

crobiota, specifically indoleacetic acid (IAA), can modulate responses in DCs,

directing them towards the differentiation of tolerogenic T cells. Thus, due to the

importance of the microbiota in the gut-brain axis in autoimmune diseases, we

found out that treatment with probiotics which produce this metabolite reduces

the pathogenesis of EAE mainly through the expansion of Tregs cells against

TH17s cells in the CNS, due to a modulation of DCs in the peripheral envi-

ronment before reaching the CNS. Developing treatments that modulate AHR

signalling in DC may be a promising therapeutic strategy to treat patient with

MS.
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2.2. Introducción II

2.2.1. Las células dendŕıticas

El sistema inmune es una compleja red de células, tejidos y órganos cuya fun-

ción principal es la protección frente a infecciones y daños producidos por agentes

f́ısicos o qúımicos de diversa ı́ndole, logrando aśı la homeostasis del organismo.

En el sistema inmune se diferencian dos componentes: el sistema inmune innato

y el adaptativo. El sistema inmune innato lo componen las células fagocitarias,

las cuales son responsables de la respuesta inmune inicial al acumularse en los

focos inflamatorios. A continuación, capturan ant́ıgenos para dar lugar a la fase

adaptativa de la respuesta inmune. Aśı en esta conexión entre la fase innata y la

adaptativa tienen un papel esencial las células dendŕıticas (DC) y los macrófagos

(Mϕ), además de las citoquinas que liberan por su capacidad para polarizar la

respuesta inmune.

Las células dendŕıticas (DC) recibieron su nombre de la palabra árbol en

griego, dendron. Su nombre se debe a su morfoloǵıa estrellada definida por un

citoplasma granular y prolongaciones de la membrana externa a modo de largos

seudópodos. El hecho de poseer esta morfoloǵıa tan caracteŕıstica les permiten

tener una gran capacidad para la captación, procesamiento, transporte y presen-

tación de ant́ıgenos [347], [348]. Por ello, las DC son las células presentadoras de

ant́ıgeno (CPA) por excelencia, pues en la respuesta inmune primaria presentan

a las células T v́ırgenes eṕıtopos derivados de ant́ıgenos gracias a la expresión de

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase I y II [349],

[350]. El proceso de maduración de las DC implica la pérdida de su capacidad de

adherencia y fagocitaria, adquisición de motilidad, translocación a la membrana

plasmática de moléculas MHC de clase II, secreción de citoquinas y migración

hacia los ganglios linfáticos.

Es importante recordar que el proceso de captación de ant́ıgenos se reali-

za mediante moléculas denominadas receptores de reconocimiento de patrones

(Pattern Recognition Receptor, PRR) que se expresan en el citoplasma de las

células presentadoras de ant́ıgenos. Estos receptores reconocen estructuras de los

microorganismos conservadas a lo largo del proceso evolutivo que se denomi-
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nan patrones moleculares asociados a patógenos (Pathogen Associated Molecular

Patterns, PAMP) y también estructuras generadas durante el daño tisular de-

nominadas patrones moleculares asociado a daño (Danger Associated Molecular

Patterns, DAMP). La interacción de los PAMPs con su PRR es fundamental pa-

ra la discriminación entre lo propio y no propio, y el progreso de la inmunidad

adaptativa. Por tanto, las DC presentan un rol fundamental en el control de la

respuesta inmune en los órganos linfáticos secundarios en un proceso que consta

de tres etapas [351]-[353]:

Fase de reconocimiento: las DC presentan ant́ıgenos a los linfocitos T con

los que interactúan por medio de receptores espećıficos.

Fase de activación y proliferación: una vez que los linfocitos T reconocen

ant́ıgenos espećıficos y gracias a la participación de señales coestimuladoras

(presentes en las DC), se producen cambios moleculares que activan a estas

células.

Fase efectora: según el tipo de agente invasor, el sistema inmune genera una

respuesta humoral o celular para eliminarlo.

Las DC constituyen una población celular heterogénea que según sus carac-

teŕısticas morfológicas y funciones pueden clasificarse en DC clásicas (cDC) y DC

plasmocitoides (pDC). Ambos tipos se diferencian a partir de una misma célu-

la progenitora localizada en la médula ósea dependiente de Flt3 [354]-[358]. Sin

embargo, la diferenciación de cada subconjunto está determinada por diferentes

factores de transcripción. Las cDC son más complejas y diversas que las pDC, con

mayor capacidad de fagocitosis y presentación de ant́ıgenos. Las DCc se subcla-

sifican en cDC1 y cDC2 en ratones y humanos, con programas transcripcionales

espećıficos asociados a cada subconjunto. La expresión de dichos marcadores de-

pende del microambiente y del estado de maduración de las DC. Sin embargo, la

expresión de Zbtb46 es común a cDC1 y cDC2 [359].

Sin embargo, las DC también se diferencian entre śı al expresar distintos PPR,

que definirán sus capacidades para reconocer y responder a diferentes est́ımulos
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[360], [361]. Sin embargo, las DC también son una población celular altamen-

te adaptable al contexto y modifican fácilmente su perfil transcripcional para

provocar la respuesta adecuada de las células T CD4+ (Figura 2.1). Aśı, va-

rios factores determinan la regulación del programa de diferenciación de célu-

las Th, como son la fuerza y la duración de las interacciones coestimuladoras y

péptido-MHCII-TCR [362]. En condiciones homeostáticas, las señales proceden-

tes del propio organismo probablemente desempeñen un papel fundamental en

que predomine un estado tolerogénico frente a inmunogénico en DC [363], como

se demostró recientemente en el tracto intestinal [364]. Durante la infección o

las respuestas inflamatorias, las DC impulsan la diferenciación de las células T

efectoras (Teffs) que combaten los patógenos, pero la actividad desregulada de

las Teffs puede provocar inmunopatoloǵıa y trastornos autoinmunitarios. En con-

secuencia, no sorprende que las DC también promuevan el desarrollo de células

T reguladoras (Tregs) que suprimen las respuestas inmunitarias dañinas. Por lo

tanto, las DC juegan un papel central en el control de la respuesta de las células

T, proporcionando un objetivo atractivo para la inmunoterapia.

2.2.1.1. Rol de CD39 en células dendŕıticas

El conocimiento derivado de extensos estudios genéticos, bioqúımicos, farma-

cológicos e inmunológicos llevados a cabo sobre la enzima CD39 (codificada por

el gen ENTPD1), ha revelado su potencial efecto inmunosupresor [366]-[372]. El

ATP es ampliamente conocido como la moneda energética por excelencia dentro

de la célula. Sin embargo, el ATP también puede ser liberado al medio extra-

celular (eATP) por las células ante un estrés severo como pueden ser daños de

diversa ı́ndole o por células apoptóticas, proporcionando señales inflamatorias

cŕıticas para una eficaz respuesta inmune innata y adaptativa [373]. La hidrólisis

del eATP en adenosina extracelular (Ado) se produce por la acción coordinada de

CD39 y CD73. En esta secuencia de eventos, la ectoenzima CD39 degrada ATP

en ADP y AMP, y CD73 cataliza el último paso que conduce a la producción de

Ado [374], [375].

El eATP se une a receptores P2, los cuáles se pueden clasificar en los subtipos

P2X y P2Y. El prototipo de receptor de ATP y el más estudiado es el P2X7;
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Figura 2.1: La plasticidad transcripcional de las células dendŕıticas de-

termina la diferenciación de células T CD4+ in vivo. Aśı se asegura la

activación del fenotipo de células Th efectoras apropiadas [365].
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se sabe que eATP al unirse a este receptor aumenta la activación de las células

T [376], [377] e interfiere con la diferenciación, la función y la estabilidad de las

células Treg [378]-[380]. Además, la ruta más importante desencadenada por los

receptores P2X7 implica la activación del inflamasoma NLRP3, lo que lleva a su

vez conlleva la activación de la caspasa-1, y ésta fomenta la liberación de inter-

leuquinas proinflamatorias (IL-1β y IL-18) [381]. Pero se han descrito muchos

más efectos de la señalización inducida por ATP en los leucocitos como la libera-

ción de IL-6, TNFα, prostaglandina, CXCL8, CCL2, CCL3 y metaloproteinasa

9 [382].

Ado, el producto de degradación del eATP, actúa con efecto antiinflamatorio,

ya que regula negativamente las funciones de las células dendŕıticas (DC). Las DC

expresan CD39 y/o CD73, aśı como el receptor de Ado (AdoR). Los receptores

AdoR pertenecen al grupo de receptores acoplados a protéına G (GPCR), que

conducen a la activación de la Adenilato Ciclasa (AC) y en último término, al

aumento de los niveles de AMP ćıclico (cAMP). La actividad elevada de la AC

se relaciona con la señalización de la protéına quinasa A (Protein Kinase A,

PKA). PKA modula diferentes rutas de señalización responsables del fenotipo

inmunocomprometido y tolerogénico: (1) suprime la secreción de las citoquinas

proinflamatorias IL-6, IL-12 y TNFα por parte de las DC y macrófagos [383], (2)

media la translocación nuclear del coactivador de transcripción 3 regulado por

CREB (CRTC3) provocando la regulación positiva de la transcripción del gen IL-

10 [384], [385] y (3) a través del eje EPAC-RAP-PKA se forman agregados DC-

Treg los cuales liberan IL-10, moléculas inhibidoras de las células T y disminuyen

la expresión del CMHII [386]-[388]. No obstante, la expresión de ciertos receptores

AdoR se correlacionan con el estado de maduración de las DC [389], [390]. De esta

forma, la expresión diferencial de AdoR por parte de las DC sirve para regular los

procesos inflamatorios: al principio de una agresión las DC inmaduras se vuelven

activas y se reclutan en el sitio inflamatorio [391]. Pero, tras esta acción, maduran

y desencadenan efectos inhibidores de la inflamación [392].

Como recapitulación se puede asumir que las DC pueden expresar tanto los

AdoR, las ectonucleotidasas CD39/CD73, como los receptores P2X7. Por ello des-

entrañar los efectos del eATP y Ado en estas células puede ser algo controvertido
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[393]. No obstante, en un esquema simplificado en condiciones no inflamatorias,

las DC en estado “estacionario” patrullan a través de diferentes tejidos [394],

[395] y detectan pequeñas cantidades de ATP. El ATP recluta subconjuntos de

DC periféricas inmaduras [392], [396] y se inicia una respuesta inmunitaria. Pe-

ro los mecanismos contrarreguladores se inician al mismo tiempo. Por ejemplo,

los receptores P2X7 se vuelven refractarios a la estimulación repetida por altas

concentraciones de ATP [374] , lo que hace que las DC sean insensibles a la activa-

ción mediada por ATP [392]. Además, el reclutamiento de células T reguladoras

a los sitios inflamatorios, que expresan altos niveles de CD39 y CD73, acelera la

degradación de ATP a Ado [397], [398]. Aśı que la balanza se inclina hacia un

ambiente enriquecido con Ado que ejerce progresivamente funciones antiinflama-

torias. Solo cuando la infección, el crecimiento tumoral o el trauma conducen a

niveles elevados de eATP, prevalecen las propiedades activadoras, a pesar de que

también se expresan los receptores Ado. Por tanto, las DC son clave para mo-

dular la homeostasis y la inflamación, y se requieren ambos tipos de receptores

(para ATP y Ado) para controlar el grado de supresión o activación inmunitaria

(Figura 2.2).

2.2.1.2. Efecto del ácido docosahexaenoico en las células dendŕıticas

Una dieta sana y equilibrada es fundamental para el buen funcionamiento del

organismo, incluso para el sistema inmunitario. Además, se ha descubierto que

algunos factores dietéticos tienen propiedades inmunorreguladoras, tanto micro-

nutrientes (vitamina D) como macronutrientes (ácidos grasos) [400]. El impacto

de los ácidos grasos poliinsaturados (Polyunsaturated Fatty Acids, PUFA) en el

sistema inmune se ha investigado durante décadas, con especial énfasis en los

ácidos grasos poliinsaturados omega-3, el ácido α-linolénico (ALA), el ácido ei-

cosapentaenoico (EPA) y el ácido docosahexaenoico (DHA). ALA se encuentra

en nueces y semillas, mientras que EPA y DHA son los principales componentes

del aceite de pescado [401], [402].

Aunque los mecanismos de acción espećıficos de los PUFA dependen del tipo

celular, cabe destacar que son incorporados de manera efectiva al interior de

todas las células inmunitarias investigadas hasta la fecha [403]-[405], ya que no
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Figura 2.2: ATP y Ado están involucrados en la regulación de la infla-

mación de los tejidos. (A) En estado basal sólo están presentes cantidades

traza de ATP. (B) Después de una lesión, se liberan grandes cantidades de ATP,

que no pueden degradarse y anulan la producción de Ado. Esto estimula las DC

a través de los receptores P2X7, lo que conduce a la activación, la migración y

el reclutamiento de diferentes subconjuntos de leucocitos. (C) Cuando continúa la

infección, entran más leucocitos que expresan CD39/CD73 en el tejido, el ATP

se degrada a Ado, que ahora prevalece y termina las funciones efectoras de varias

células inmunitarias. Por lo tanto, se restablece la homeostasis inmune [399].

pueden acumularse en las membranas celulares como lo hacen los ácidos grasos

saturados debido a su estructura qúımica. Aśı numerosos estudios avalan los

efectos de los PUFA en diferentes células y contextos inmunes [406], e incluso su

efecto cĺınico en enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario [407]-[410].

Concretamente, en las células dendŕıticas tanto de ratón como de humano, el

DHA afecta a su función principal de presentación de ant́ıgenos, pues reduce la

expresión del CMHII [411]-[414]. Como consecuencia, la activación de las células

T por las células dendŕıticas tratadas con ácidos grasos omega-3 se ve agravada

notablemente, reduciendo su proliferación manteniendo un fenotipo inmaduro,

aunque incrementando la proporción de células T Foxp3 positivas [412], [413],

[415], [416].

Recientemente se ha descrito en humanos la genética del grupo las desaturasas

de los ácidos grasos, FADS [417]. Este grupo incluye los genes FADS1 y FADS2
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que codifican para las desaturasas involucradas en la biośıntesis de ácidos grasos

poliinsaturados. A un tercer gen, FADS3, no se le ha atribuido ningún papel fun-

cional. Aunque existe una correlación significativa entre el polimorfismo FADS3

y los marcadores del metabolismo de los PUFA, el colesterol de lipoprotéınas de

alta o baja densidad y los niveles de triglicéridos [418]-[421]. Un estudio corroboró

que FADS3 mostraba diferentes isoformas expresadas diferencialmente en tejidos

procedentes de rata, ratón y humano [422], por ejemplo estaba altamente expre-

sado en el sitio de implantación del embrión en el útero de ratón [423] y regulado

a la baja durante la diferenciación neurogénica humana [424]. Posteriormente, se

generó un ratón Fads3-/- con el objetivo de esclarecer la función metabólica in

vivo de esta protéına, los cuáles mostraban menor nivel de DHA en el cerebro tras

el nacimiento [425]. Esta revelación tiene gran importancia debido a que el DHA

es fundamental para el correcto desarrollo neuronal [426]-[428], constituyendo el

8% del peso seco del cerebro [429].

2.2.1.3. AHR en células dendŕıticas

Gracias a los estudios que emplearon cepas de ratones mutantes para Ahr,

se revelaron importantes funciones del receptor en los sistemas inmune innato

y adaptativo [430]-[432]. Un ejemplo lo constituyen las DC, las cuales son fun-

damentales para orquestar la conexión entre ambos sistemas (Figura 2.3). La

presencia de las DC es elevada en órganos con elevada exposición a agentes exter-

nos (patógenos o no) como la piel, los pulmones y el intestino. Muchos de estos

compuestos pueden actuar como ligandos de AHR y, por lo tanto, las DC están

expuestas a ellos constantemente [433]. La deleción de Ahr en DC de ratón no

afectó a su desarrollo in vivo o su diferenciación in vitro a partir de progenitores

de la médula ósea [434], [435]. No obstante, este silenciamiento de Ahr provocó

alteraciones en el epitelio intestinal traduciéndose en el aumento de los niveles

de inflamación en un modelo murino de colitis [434], y en pulmón con mayor

activación de células T y aumento de las respuestas alérgicas proinflamatorias

[436]. Otros estudios revelaron la importancia de AHR en las DC derivadas de

médula ósea, pues su maduración con LPS y CpG aumentan la expresión de Ahr

[435]. Además, puede ser responsable de la diferenciación de monocitos en DC, al
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Figura 2.3: La activación del receptor de hidrocarburo de arilo (AHR)

tiene múltiples efectos en DC y células T. En las DC, AHR amortigua la

inducción de citoquinas que promueven la polarización de subconjuntos de células

T patógenas y reduce la expresión de MHC de clase II. AHR induce la generación

de sus ligandos a través de un circuito de alimentación positiva que involucra IDO1.

Además, AHR tiene múltiples efectos en las células T [438].

interactuar con los factores de transcripción responsables de este proceso [437].

Principalmente a AHR se le han atribuido efectos antiinflamatorios, aunque

esta afirmación hay que tomarla con cautela, pues la regulación del receptor pue-

de variar según el contexto y/o ligando de unión [439], y de igual modo, podŕıa

ocurrir entre las diferentes poblaciones de DCs. Pero las evidencias encontra-

das hasta el momento sostienen que AHR puede modular la función de las DC

de forma directa (Tabla 2.1) o indirecta atendiendo a diferentes mecanismos y

provocando: maduración, polarización de células T regulando la producción de

citoquinas, expansión de células T reguladoras y/o inhibición de células T proin-
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flamatorias, control de los niveles de protéınas esenciales en la función dendŕıtica

como el CD11c, CMHII, CD25 o CD86 [436], [440], [441] o de otras protéınas

inmunomoduladoras como las enzimas IDO1/2 responsables de la producción de

metabolitos inmunosupresores como la kinurenina [435], [441], [442].

Tabla 2.1: Efecto de la activación de AHR por diversos ligandos exógenos

en DC. Indirubin-3’-oxime (IO); Part́ıculas ambientales hidrocarburos aromáticos

polićıclicos, dioxinas y bifenilos policlorados (PM); StemRegenin 1 (SR1); indol-3-

carbinol (I3C); éster met́ılico del ácido 2-(1H-indol-3-ilcarbonil)-4-tiazolcarbox́ılico

(ITE); indoxyl 3-sulfate (I3S); kinurenina (Kyn).

Ligando Consecuencia funcional

Kyn (agonista (e))

Modifica diferencialmente la expresión de cito-

quinas en DC derivadas de monocitos humanos

(también TCDD, FICZ, I3C) [443]; producción

alterada de citoquinas en respuesta a la infección

por Herpesvirus [444]; sesgó la diferenciación de

las células T en Treg [445].

I3C (agonista (e))
Diferenciación de monocitos en DC (también

FICZ) [437].

I3S (agonista (e))

Inhibieron el desarrollo de pDC derivados de pre-

cursores de médula ósea (igual efecto con I3C)

[446].

ITE (agonista (e))

Restaura las CPA en la piel infectada por VPH

[444]; indujo la secreción de IL-10 e inhibió la

producción de IL-1β e IL-6 en DC en un modelo

de rinitis alérgica [447]; disminuye la expresión

de MHC-II y moléculas coestimuladoras CD86 y

CD103 [441].

FICZ (agonista (E)) Inhibe la proliferación de células T [436].
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Ligando Consecuencia funcional

VAF347 (agonista (E))

(1) Mejora de la tolerancia del aloinjerto de is-

lotes pancreáticos [430]; (2) la inhibición de la

inflamación pulmonar alérgica [432], [448]; y (3)

efectos antiinflamatorios en DC derivadas de mo-

nocitos humanos al mantener las células precur-

soras de las DC indiferenciadas en una etapa

temprana e inhibir la patogenicidad de células

Th17 [449], [450].

SR1 (antagonista (E))

Expande las células progenitoras CD34 humanas

e induce su diferenciación en DC convenciona-

les y plasmocitoides, lo que les permite activar a

las células T proinflamatorias [451]; y decrece la

diferenciación de los monocitos en DC [437].

TCCD (agonista (E))

Aumentó la expresión de CD86 y CD54, al tiem-

po que disminuyó la frecuencia de las DC espléni-

cas y provocando efectos proinflamatorios [452];

alteraciones en el desarrollo y la diferenciación

de los timocitos provocando atrofia t́ımica [453];

altera la función de la DC pulmonares y su tráfi-

co a los nódulos linfáticos durante la infección

del virus de la gripe [454]; la respuesta prolifera-

tiva y la producción de IL-2, IL12 e IFN-γ por

parte de las células T aumentaron pero DC se

eliminaron prematuramente [455].

PM (agonista (E))

Indujo interleucina (IL)-1β, CD80, CD86 y MHC

clase II, lo que sugiere una mayor activación de

DC, coestimulación y presentación de ant́ıgenos

[456].

IO (agonista (E))

Suprimió la producción de TNFα, IL1β, IL6,

IL12 y óxido ńıtrico, pero aumentó los niveles

de IL-10 (al igual que I3C) [457].
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Por todo ello, es probable que una combinación de efectos espećıficos del

ligando junto con señales concretas del tejido, den como resultado respuestas

determinadas moduladas por AHR y apropiadas para controlar la inflamación

en el microambiente local. Las DC tienen un papel central en el control de las

respuestas de las células T y la regulación de la tolerancia inmunológica [458]. Aśı

conocer la señalización mediada por AHR en DC podŕıa suponer un gran avance

en tratamientos de inmunoterapia en multitud de patoloǵıas de diversa ı́ndole.

2.2.2. La esclerosis múltiple

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad desmielinizante, crónica y mul-

tifocal del sistema nervioso central (SNC). La caracteŕıstica fundamental de la

EM es la aparición en cualquier región del SNC, de lesiones inflamatorias que

causan desmielinización y daño axonal, expresándose cĺınicamente de forma muy

variada dependiendo de dónde se localicen dichas lesiones [459]. Los śıntomas pue-

den incluir alteraciones sensoriales y visuales; deterioro motor y de coordinación;

y espasticidad, fatiga, dolor y déficits cognitivos [460]. Un elevado porcentaje de

los pacientes con EM desarrollan la enfermedad de forma remitente-recurrente,

que se caracteriza por peŕıodos de exacerbación de los śıntomas seguidos de re-

misión. A medida que la enfermedad evoluciona, la recuperación de los śıntomas

es incompleta alcanzándose una discapacidad neurológica irreversible, y entonces

la enfermedad pasa a denominarse EM secundaria progresiva.

Gracias a estudios epidemiológicos se sabe que la EM es una enfermedad neu-

rológica crónica que afecta a más de 2,5 millones de personas en todo el mundo,

siendo la enfermedad más frecuente en adultos jóvenes en Europa y Norteamérica

[459]. Además, la EM afecta a las mujeres con el doble de frecuencia que a los

hombres [461], [462], pudiendo probablemente esta mayor susceptibilidad estar

en relación con factores hormonales [463].

Los numerosos estudios realizados sobre la EM sugieren que esta enferme-

dad estaŕıa desencadenada por un factor ambiental, como un agente infeccioso

que, actuando sobre un individuo con una determinada susceptibilidad genéti-

ca, desencadenaŕıa una respuesta autoinmune responsable de la lesión del SNC
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[464], [465]. La tasa de incidencia de la EM puede variar a lo largo del tiempo,

lo que apoyaŕıa la existencia de un factor ambiental [466]. Aśı por un lado, se

ha estudiado la relación de la EM con diferentes enfermedades infecciosas co-

mo pueden ser las causadas por el virus herpes simple 6 (VHS-6), el virus de

Epstein-Barr (VEB), el virus varicela zóster (VVZ), diferentes especies de Can-

dida o la Chlamydia pneumoniae [467]-[473]. Los factores ambientales que, con

mayor evidencia parecen participar en el riesgo a padecer EM son: reducidos ni-

veles de vitamina D y el tabaquismo. Por otro lado, los estudios genéticos han

identificado como principal determinante genético para la EM al complejo mayor

de histocompatibilidad (CMH), pues ciertos alelos de la región II del CMH, como

el DR2, se asociaban fuertemente con esta patoloǵıa y podŕıa guardar relación

con la capacidad de estas moléculas para presentar ant́ıgenos a las células T reac-

tivas [474], [475]. No obstante, en el año 2017 durante el International Multiple

Sclerosis Genetics Consortium se llegó a la conclusión gracias a los estudios de

asociación de genoma completo (Genome Wide Association Study, GWAS) de la

identificación de más de 50 loci diferentes relacionados con el riesgo a padecer

EM. Muchas de las variantes alélicas detectadas se localizan en genes con fun-

ciones inmunológicas relevantes y la mayoŕıa se asocian con otras enfermedades

autoinmunes.

2.2.2.1. Mecanismo patogénico

La patogenia de la EM se desconoce, aunque parece ser de ı́ndole inmunológi-

ca. La primera alusión de la participación del sistema inmune en el desarrollo de

esta enfermedad la hizo Elvin Kabat, pues observó que el ĺıquido cefalorraqúıdeo

de los pacientes con EM conteńıa una superior cantidad de gammaglobulinas

[476]. En estos momentos se reconocen una serie de etapas en el desarrollo de la

EM:

a. Activación periférica de células T patogénicas: Se acepta que la EM

se desencadena por la activación de las células T reactivas del SNC. En algún

momento, estas células T autorreactivas son activadas en la periferia por un fac-

tor sistémico o local. Se han propuesto dos hipótesis principales para explicar

la activación de las células T reactivas del SNC en la EM: (1) reconocimiento
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de ant́ıgenos derivados del SNC que se filtran a los ganglios linfáticos cervicales

profundos a través de un mecanismo de mimetismo molecular (eṕıtopos compar-

tidos por el autoant́ıgeno del SNC y los posibles agentes infecciosos) [477], [478],

o (2) reactividad cruzada inmunitaria por una estimulación a través de ant́ıgenos

extraños de procedencia viral o bacteriana al ser capturados por las células pre-

sentadoras de ant́ıgeno en tejidos como los pulmones, el intestino o la piel [479],

[480] (Figura 2.4). Independientemente del evento iniciador involucrado, un as-

pecto importante de la patoloǵıa de la EM es la propagación del eṕıtopo [481].

En este proceso, la respuesta inmune generada causa daño al propio tejido y los

ant́ıgenos liberados del tejido dañado son absorbidos, y esto inicia una respues-

ta autoinmune hacia los autoant́ıgenos. Después de su activación y polarización

en subconjuntos proinflamatorios, estas células T autorreactivas migran al SNC

para causar el daño tisular responsable de la EM.

Los pacientes con una susceptibilidad genética para la EM poseen células

T CD4+ autorreactivas en sangre con especificidad para determinados ant́ıgenos

presentes en el SNC, entre los que destacan: la protéına básica de la mielina (Mye-

lin Basic Protein, MBP), la protéına proteoliṕıdica (Proteolipid protein, PLP) y

la glicoprotéına mieĺınica de los oligodendrocitos (Myelin oligodendrocyte glyco-

protein, MOG) [483], [484]. Aunque también se han descrito otros ant́ıgenos no

relacionados con la mielina como la protéına astroglial S100β y las protéınas de

shock térmico de 65 y 70 KDa [485], [486].

b. Migración al sistema nervioso central: La barrera hematoencefálica

del SNC limita el paso de células circulantes y de grandes moléculas, convirtiendo

al SNC en un lugar relativamente aislado inmunológicamente. Por lo tanto, las

células T autorreactivas tras su activación periférica debeŕıan atravesar esta ba-

rrera para causar daño al SNC. Para ello, se precisa la interacción de las moléculas

de adhesión expresadas tanto en la superficie de estas células inmunes como en las

del endotelio vascular. Además, las células T activadas segregan citoquinas proin-

flamatorias tales como la IL-1, el TNFα y el INFγ, que provocan un aumento en

la expresión de estas moléculas de adhesión endotelial: E-selectinas, molécula de

adhesión intracelular 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1, ICAM-1) y molécula

de adhesión vascular 1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1, VCAM-1). Las selec-
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Figura 2.4: Las células inmunes autorreactivas se activan en los ganglios

linfáticos periféricos después de la presentación de ant́ıgenos. Después

de su activación, las células T CD4+ pueden migrar al SNC para causar daño

tisular [482].

tinas endoteliales establecen enlaces débiles con los ligandos linfocitarios y, junto

con las quimioquinas CCL19 y CCL21, producen la ralentización y el rodamiento

de los linfocitos sobre la pared vascular en la dirección del flujo sangúıneo. Esta

unión permitirá el paso de las células inmunitarias a través del endotelio [487].

Las células T tendrán que atravesar dos membranas basales, lo que llevan a cabo

por dos mecanismos: la unión a diversos subtipos de lamininas y la producción

linfocitaria de proteasas que degradan la matriz extracelular como las metalopro-

teinasas de la matriz (MMP): gelatinasa A (MMP-2) y gelatinasa B (MMP-9)

[488] (Figura 2.5). De hecho, se ha demostrado que las células T autorreactivas

no logran migrar al SNC en ratones deficientes en el ligando de VCAM-1 (VLA-4)
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Figura 2.5: Las células inmunitarias autorreactivas se extravasan al SNC

como resultado de interacciones con moléculas de adhesión y la secreción

de MMP. La presentación de ant́ıgenos por parte de las células dendŕıticas, la

microgĺıa y otras células del SNC reactiva las células T [482].

[489]. De igual modo, el bloqueo farmacológico de este ligando evita la entrada de

linfocitos en el SNC y suprime la actividad de la enfermedad [490]. En conjunto,

estos hallazgos sugieren que las interacciones complejas entre el microambiente

local de las lesiones del SNC y las células inmunitarias activadas promueven,

amplifican y mantienen la inflamación del SNC.

c. Reactivación de linfocitos y daño tisular: En el SNC, los linfocitos

T CD4+ autorreactivos tienen que ser reestimulados o, por el contrario, mueren

o abandonan el SNC. Aśı, el linfocito activado encontrará a una célula presen-

tadora de ant́ıgeno, la cual expresa en su superficie el ant́ıgeno causante de la

EM presentado por el CMHII [491], [492]. Al ser reestimulados, aquellos linfoci-

tos T de fenotipo helper CD4+ tipo 1 (Th1) y 17 (Th17) producen citoquinas

proinflamatorias (TNFα, INFγ, IL-1, IL-2, IL-12, IL-17 y GM-CSF) [493]-[495].

Este entorno proinflamatorio produce un incremento de la expresión de moléculas

de adhesión endoteliales, aumentando la permeabilidad de la barrera hematoen-

cefálica y permitiendo mayor extravasación de linfocitos y monocitos. Además,

con ello se induce la proliferación clonal de las células T y se activan macrófagos,
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células dendŕıticas, astrocitos y microgĺıa. Estas células inmunes son responsables

de activar aún más los astrocitos y la microgĺıa residentes, mientras reclutan lin-

focitos T CD8+ adicionales, linfocitos B y mastocitos que potencian la patoloǵıa

del SNC.

Una vez en el SNC, las células inmunitarias infiltrantes y las células residen-

tes en el cerebro secretan mediadores oligotóxicos y neurotóxicos solubles que

incluyen especies reactivas de nitrógeno, óxido ńıtrico sintasa, glutamato, perfo-

rina, granzima, MMP y citocinas inflamatorias [496]-[501]. Además, este entorno

proinflamatorio interfiere con la capacidad de los astrocitos, y potencialmente de

los oligodendrocitos, para satisfacer las necesidades metabólicas de las neuronas

[502], amplificando el daño a las neuronas. Además, los autoanticuerpos secre-

tados por las células B activadas desencadenan la fijación del complemento y la

citotoxicidad dependiente de anticuerpos, lo que contribuye a la desmielinización

[503]. Cabe destacar que también se ha demostrado que las células B secretan

moléculas neurotóxicas [504], que en combinación con los factores mencionados

anteriormente inducen daño a la mielina y los oligodendrocitos, lo que promueve

la neurodegeneración [505] (Figura 2.6).

d. Limitación de la respuesta inmune: Tras la aparición de los śıntomas,

los pacientes suelen mostrar una mejoŕıa total o parcialmente como resultado de

múltiples procesos fisiológicos antiinflamatorios que incluyen, entre otros factores,

la apoptosis de las células inflamatorias [506]. Además, se cree que las citoquinas

antiinflamatorias producidas en el SNC, como la IL-27 y el IFN-γ, actúan sobre

los linfocitos y las células presentadoras de ant́ıgeno para suprimir la inflama-

ción [507], mientras que la microgĺıa elimina los desechos y las células muertas.

Además, varios estudios apuntan a las Treg como agentes importantes involu-

crados en la remisión a través de la producción de citoquinas inmunosupresoras

y la expresión de moléculas antiinflamatorias adicionales como CD39 [378]. De

hecho, las células Treg que expresan IL-10 y FoxP3 aumentan en la etapa de

remisión de la EM [508], [509] (Figura 2.6). Aśı, estas células son capaces de

suprimir la respuesta inmune ya sea limitando la presentación del ant́ıgeno a los

linfocitos por parte de las células dendŕıticas, como regulando la proliferación

de los linfocitos T ya activados. De esta forma, en los pacientes con EM se ha
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Figura 2.6: Daño al SNC causado por células inmunes activadas. (1) Los

Th patogénicos secretan citoquinas proinflamatorias desencadenando la activación

de otras células proinflamatorias como astrocitos, microgĺıa, monocitos macrófagos,

células B y células T citotóxicas. (2) Se produce daño axonal debido a la acción

de las células inmunes mencionadas anteriormente, las cuales producen moléculas

neurotóxicas. Múltiples mecanismos impulsan la mielina y el daño axonal, princi-

palmente la producción de moléculas neurotóxicas solubles. (3) La inflamación local

del SNC es limitada mediante células FOXP3+ Tr1 Tregs a través de la secreción

de citoquinas inmunorreguladoras como IL-10 y TGF-β y mecanismos adicionales

[482].

descrito una disminución del número y del efecto supresor de las células Treg en

sangre periférica en comparación con individuos sanos [88] . En este contexto, se

ha propuesto que la enfermedad se define por etapas remitentes intercaladas con

otras recurrentes. En las recáıdas se da la expansión de las células T efectoras

espećıficas del ant́ıgeno del SNC. Esta etapa es seguida por una fase de remisión

en la que la expansión de las Tregs dirigidas contra el mismo ant́ıgeno controla

la respuesta inicial patogénica. El ciclo se reinicia cuando se activan células T

efectoras con diferente especificidad antigénica [510].
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2.2.2.2. Modelo animal de la esclerosis múltiple: encefalomielitis au-

toinmune experimental (Experimental autoimmune encepha-

lomyelitis, EAE)

El estudio de los modelos animales de enfermedades neuroinflamatorias au-

toinmunes ha sido de gran utilidad para estudiar los mecanismos patogénicos

implicados en el desarrollo de esta enfermedad. Actualmente se establecen tres

tipos diferentes de modelos animales para la exploración de los patrones pa-

tológicos de la EM: modelos virales como el virus de la encefalomielitis murina

de Theiler (Theiler’s murine encephalomyelitis virus, TMEV), modelos induci-

dos por agentes tóxicos como la cuprizona y, finalmente, diferentes variantes de

encefalomielitis autoinmune experimental (Experimental Autoimmune Encepha-

lomyelitis, EAE) [511]. Aunque todos reproducen las caracteŕısticas de la EM,

difieren enormemente en los procesos patológicos subyacentes, como la partici-

pación del sistema inmunitario adaptativo. Dentro de estas alternativas, la EAE

es el modelo animal más común, ya que es especialmente útil para investigar las

v́ıas neuroinflamatorias implicadas en la EM.

La EAE es un proceso complejo en la que la interacción entre gran variedad de

mecanismos inmunopatológicos y neuropatológicos conduce a una aproximación

de las caracteŕısticas patológicas claves en la EM: inflamación, desmielinización,

pérdida axonal y gliosis. Además, los mecanismos que se desencadenan para re-

solver la inflamación y restaurar la mielinización axonal también ocurren en la

EAE, por lo que también es útil como modelo para estos procesos. Asimismo,

la EAE sirve como modelo de enfermedades autoinmunes de órganos concretos.

La EAE se puede inducir en muchos animales diferentes (ratones, ratas, cerdos,

cobayas, pollos o primates). Sin embargo, los ratones, y concretamente la cepa

C57BL/6, se han convertido en la especie más utilizada, lo que se debe, al menos

en parte, a la expansión de modelos transgénicos o knock-out de ratones [512]

(Figura 2.7). La EAE no solo sirve como modelo de investigación básica para

conocer los mecanismos patogénicos responsables de la EM, también es un mode-

lo usado en investigación traslacional. Actualmente, muchos de los fármacos que

se usan en humanos como tratamiento para esta enfermedad se han desarrolla-
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Figura 2.7: Resultados representativos de EAE en ratones. Imagen repre-

sentativa de un ratón C57BL/6 inmunizado con śıntomas de EAE (A-E) [516] y

curso representativo de la enfermedad después de la inmunización durante 30 d́ıas

[517].

do, probado o validado en base a la EAE [513], [514]. Aśı la EAE es un modelo

versátil que permite el desarrollo y la validación de multitud de aproximaciones

cĺınicas de una amplia gama de intervenciones terapéuticas [515].

2.2.2.3. Función de las células dendŕıticas en los procesos patológicos

de autoinmunidad del sistema nervioso central

Las DC son células presentadoras de ant́ıgeno profesionales que controlan

la activación y polarización de las células T en linajes espećıficos [518]. En el

contexto de una infección, la inducción de respuestas inmunes espećıficas frente

a patógenos proporciona inmunidad protectora para combatir la infección. Sin

embargo, en el contexto de las enfermedades autoinmunes, las DC regulan el

equilibrio entre los mecanismos inmunes patogénicos y reguladores, controlando

el inicio y la progresión de la enfermedad. Por lo tanto, las DC tienen un papel

central en el control de la respuesta inmune adaptativa a patógenos y tejidos

propios, siendo aśı potenciales candidatas para abordar la modulación terapéutica

de la respuesta inmune.

En la mayoŕıa de los pacientes, como se ha indicado anteriormente, la EM
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Figura 2.8: Función de las DC en la autoinmunidad del SNC. En este

contexto las DC tienen funciones proinflamatorias y antiinflamatorias: potencian

la neuroinflamación al promover la activación de las células T efectoras, su recluta-

miento y reactivación en el SNC, y promueven la diferenciación de Tregs a través

de la producción de TGFβ1, ácido retinoico, kinurenina e IL-27 [433].

inicialmente presenta un curso cĺınico recurrente-remitente que es seguido por

una fase progresiva (EM progresiva secundaria) caracterizada por la acumula-

ción continua e irreversible de discapacidad [519]. En la progresión entre estas

etapas las DC tienen un papel fundamental. Se ha encontrado una gran cantidad

de DC en el ĺıquido cefalorraqúıdeo y la materia blanca de los pacientes con EM,

y las anomaĺıas de las DC se han asociado con diferentes etapas de la enfermedad

[520], [521]. En el contexto de la EM y su modelo de encefalomielitis autoinmune

experimental (EAE), las DC tienen funciones importantes relacionadas con la ge-

neración del repertorio de células T y la activación, polarización y mantenimiento

de las células T espećıficas en la periferia y el propio SNC (Figura 2.8). Cabe

señalar que la EAE se puede producir en ratones carentes de DC, aśı aunque estas

células tengan un rol relevante otras CPA pueden promover la diferenciación de

la células T patogénicas [522].

En la periferia del SNC, un entorno tolerogénico se logra gracias a la inducción

de CD4+ FoxP3+ Tregs. De hecho, las DC promueven la diferenciación de esta

población de Treg a través de la producción de TGFβ1, ácido retinoico y kineurina

[523]-[525]. Pero las DC también pueden promover la diferenciación de células T
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reguladoras de tipo 1 FoxP3- IL10+ (células Tr1) a través de varios mecanismos,

incluida la producción de IL-27 [526], [527]. Las DC contribuyen no solo a la

diferenciación sino también al mantenimiento de Tregs en la periferia a través de

interacciones dependientes de CD80 y CD86 [528]. Pero hay que tener en cuenta

que aún no está claro si estas poblaciones constituyen linajes de DC tolerogénicas

espećıficas o son estados de transición de activación o maduración de las DC

[529]. Se cree que la propagación del eṕıtopo en el SNC puede recaer en una

población de DC (F4/80-CD11c+CD45hi), la cual fue descubierta en un modelo

de ratón de EM [481]. Sin embargo, hay otras DC que infiltran el SNC que no

promueven la inflamación limitando la diferenciación de las células T efectoras

Th1 y Th17 de forma dependiente de la indoleamina 2,3-dioxigenasa (Indoleamine

2,3-dioxigenase, IDO) [530]. En conjunto, numerosos estudios muestran como

tanto en la periferia como en el SNC, las DC controlan el equilibrio entre las

células T efectoras y reguladoras y, en consecuencia, el desarrollo de enfermedades

autoinmunes.

2.2.2.4. Microbiota intestinal: AHR y probióticos en la EM

Los mamı́feros han coevolucionado con una gran cantidad de microorganis-

mos comensales en el sistema digestivo. Se estima que, en humanos, la superficie

interna del tracto gastrointestinal alberga más de 100 billones de células micro-

bianas pertenecientes a más de 1000 especies bacterianas [531]. Por lo tanto, no

llama la atención que el microbioma desempeñe un rol de importancia en la fisio-

loǵıa, incluida la regulación del desarrollo y la función del sistema inmune [532].

De hecho, las perturbaciones en la microbiota (denominadas disbiosis) se han

relacionado con múltiples afecciones inflamatorias [533].

El concepto “eje intestino-SNC” (Gut-SNC axis) surge hace más de 200 años

cuando microbiólogos, neurólogos y cient́ıficos encontraron conexión entre el sis-

tema gastrointestinal y el SNC [534]. Principalmente se considera que las bacte-

rias intestinales o microbioma son las responsables de la interconexión intestino-

cerebro (sistema nervioso). Aśı la salud intestinal puede impulsar la homeostasis

del sistema nervioso abarcando desde procesos patológicos como la EM o incluso

las emociones [535], [536] (Figura 2.9).
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Figura 2.9: El eje microbiota-SNC en el contexto de varios trastornos

neurodegenerativos donde existen conexiones conocidas entre las bacterias in-

testinales y la patoloǵıa de la enfermedad [537].

La patogenia de la EM se ha relacionado con factores genéticos y ambien-

tales, demostrándose que la flora intestinal modula los procesos inmunitarios

relevantes para la patogenia de la EM [538]. De hecho, estudios recientes sugie-

ren que el curso de la EM está influenciado por los efectos del microbioma en el

eje intestino-SNC. Las alteraciones en el entorno intestinal pueden exacerbar o

inhibir el desarrollo de EAE [539], [540]. Los primeros estudios mostraron que eli-

minar la microbiota intestinal con antibióticos orales suprime la EAE [541], [542]

y los ratones libres de gérmenes (Germ Free) carentes de la microbiota intestinal

no presentan inflamación autoinmune del SNC [539] . Otros estudios han identi-

ficado las bacterias filamentosas segmentadas (segmented filamentous bacterias,
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Figura 2.10: En el intestino se produce la presentación y se promueve la

diferenciación de las células T CD4+ como pueden ser Th17, Treg, lin-

focitos intraepiteliales (IEL) y linfocitos de lámina propia (LPL). Estas

células migran al SNC y regulan la inflamación. Los metabolitos producidos por

la microbiota llegan al SNC directamente o después de un procesamiento adicional

en otros órganos [538].

SFB) como inductores principales de la diferenciación de células Th17 [543]. Sin

embargo, se ha demostrado que la flora comensal promueve la diferenciación de

las células Treg a través de la producción de múltiples metabolitos. Por ejemplo, el

polisacárido A (Polysaccharide A, PSA) producido por el microorganismo Bacte-

roides fragilis que coloniza el colon humano promueve la expansión de las células

T CD4+ productoras de IL-10 antiinflamatorias [544]-[548] (Figura 2.10).

La inmunorregulación impulsada por el PSA también involucra a la ectoenzi-

ma CD39, que desempeña un papel central en el control de la inflamación del SNC
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al modular la señalización purinérgica en las CPA y las células T (anteriormente

mencionado) [240], [549], [550]. Los ácidos grasos de cadena corta, uno de los

principales productos de la fermentación bacteriana de la fibra dietética, también

inducen células Tregs en el colon [551] y en el intestino delgado, los cuales se ha

comprobado que suprimen la inflamación del SNC [540]. Del mismo modo, tanto

en humanos como en ratones, se ha demostrado que las cepas de Clostridium en

el colon inducen Tregs a través de un mecanismo relacionado con la producción

de ácidos grasos cortos [552], [553]. Estos hallazgos sugieren un papel importante

del microbioma en el control de las células T proinflamatorias y antiinflamatorias.

AHR puede actuar como mediador entre el microbioma intestinal y las célu-

las residentes del SNC. Este factor de transcripción integra señales ambientales,

dietéticas, microbianas y metabólicas de forma espećıfica de ligando y célula. La

triptofanasa (TnAse) de la microbiota cataliza la conversión del triptófano de la

dieta en indol, el cual actúa como precursor para la śıntesis de indoxil-3-sulfato

(I3S), indol-3-aldeh́ıdo (3-IAld) e indol-3-propionato (I3PA). El metabolismo mi-

crobiano del Trp de la dieta también produce ligandos AHR adicionales como el

ácido indol-3-acético (IAA) y la triptamina (TA) [254], [554], [555]. Estos pro-

ductos del metabolismo del triptófano de la actividad bacteriana afectan a la

actividad de las células inmunes a través de la activación de receptores xeno-

bióticos como PXR (Pregnane X Receptor, PXR) y AHR. Se ha comprobado de

Lactobacillus reuteri, una bacteria triptofanasa estimula la actividad de AHR y

suprime las actividades proinflamatorias [555]-[557]. Además, la enzima indola-

mina 2,3-dioxigenasa-1 (IDO-1) encargada de la degradación del triptófano está

relacionada con la supresión de las respuestas de las células T patogénicas e

incremento de las respuestas de las células T reguladoras tolerogénicas [558].

Numerosos estudios han evidenciado que la activación de AHR mediada por

metabolitos microbianos intestinales regula la función de la microgĺıa y los astro-

citos en el contexto de la inflamación del SNC [559], [560]. En particular, AHR

limita las respuestas proinflamatorias impulsadas por NF-κB en los astrocitos a

través de un mecanismo dependiente de SOCS2, y la eliminación de Ahr en los as-

trocitos agrava la EAE [561]. La administración oral de metabolitos de triptófano

que activan TnAse o AHR recapituló algunos de los efectos antiinflamatorios del
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microbioma intestinal en los astrocitos y la microglia [562]. Además, se descu-

brió que la modulación de la señalización de AHR por estos metabolitos controla

la producción microglial de TGF-α y VEGF-β suprimiendo la expresión génica

proinflamatoria y neurotóxica (TNFA, IL6, IL12A, NOS2) y aumentó la expresión

antiinflamatoria de IL10. La activación de AHR en la migrogĺıa humana también

promovió TGF-α y suprimió la expresión de VEGF-β aunque en astrocitos hu-

manos TGF-α se inhibió y VEGF-β aumentó. En pacientes con EM se encontró

que los agonistas de AHR en suero se modulan dinámicamente durante el curso

de la enfermedad [561], [563], [564]. Estos hallazgos sugieren que AHR funciona

como una molécula de punto de control que limita las actividades proinflama-

torias de las células residentes del SNC en respuesta a señales microbianas que

actúan como inmunomoduladores del eje intestino-SNC.

Según la Organización Mundial de la Salud, los probióticos son los microor-

ganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un

beneficio para la salud del huésped [565]. El tratamiento con probióticos orales

mejora o restaura la microbiota intestinal generando resultados prometedores en

el tratamiento de trastornos intestinales como la colitis ulcerosa o la obesidad

[566]-[568], enfermedades autoinmunes [569] e incluso cáncer [570].

Con el avance de la biotecnoloǵıa y la bioloǵıa sintética se han podido desa-

rrollar microorganismos diseñados tanto para detectar las condiciones patológicas

como tratamientos terapéuticos. La cepa bacteriana más comúnmente usada pa-

ra este propósito y más estudiada, es E. coli Nissle (EcN). EcN es una bacteria

no patogénica aislada de las heces de un soldado a quien parećıa no afectarle

la infección por Shigella. Esta cepa, aparte de proteger frente a la infección por

diversos patógenos [571]-[573], demuestra tener potentes propiedades inmunomo-

duladoras limitando la secreción de citoquinas proinflamatorias y aumentando

la de citoquinas tolerogénicas [574]-[576]. Por todo ello, esta cepa bacteriana es

legalmente administrada sin modificar genéticamente en Europa y Canadá pa-

ra tratar diversas afecciones gastrointestinales como la enfermedad inflamatoria

intestinal (Inflammatory Bowel Disease, IBD) [577]. Sin embargo, se ha modi-

ficado EcN en diversos estudios con diferentes objetivos. Un ejemplo es la cepa

SYNB1891, la cual favorece las respuestas de las células T en el control tumoral
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al mejorar la activación de las células del sistema inmune innato como las DC,

las cuáles aumentan la producción de interferones [578].

Aunque se han identificado microorganismos, tipos de células y metabolitos

espećıficos que participan en este eje intestino-SNC, se sabe poco sobre los me-

canismos subyacentes. Unos estudios más profundos de estos mecanismos por los

cuales la microbiota intestinal controla la inflamación del SNC, en combinación

con el desarrollo de microorganismos diseñados optimizados para sus actividades

antiinflamatorias y neuroprotectoras, guiarán el desarrollo de enfoques basados

en probióticos para la EM y otros trastornos neurológicos.
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2.3. Objetivos II

La EM es una enfermedad que carece de un marcador biológico espećıfico.

Su diagnóstico requiere la monitorización de la diseminación temporal y espacial

de las lesiones desmielinizantes en el SNC gracias a las técnicas de resonancia

magnética, junto con la exclusión de otras patoloǵıas que pudieran justificar las

manifestaciones cĺınicas del enfermo. En los últimos años se han experimentado

cambios importantes en el tratamiento de la EM, gracias a los estudios sobre la

patogenia de la enfermedad. El conocimiento y la compresión de los mecanismos

inmunológicos implicados en la EM, ha suscitado la importancia de las terapias

con base inmunológica. Un eje primordial en las investigaciones inmunológicas

sobre la EM lo constituyen las células dendŕıticas (DC), ya que pueden ser uno

de las primeras células en intervenir definiendo el entorno patogénico de la en-

fermedad. Aśı el objetivo general de este caṕıtulo ha sido estudiar la implicación

de Ahr en el modelo murino de EM, la EAE. Para ello, hemos abordado los

siguientes objetivos espećıficos:

1. Definir el rol de Ahr en las células dendŕıticas (DC) durante la EAE.

2. Estudiar la relación de Ahr en las DC con otros factores inmunoreguladores

y relevantes en el desarrollo de la EAE como es la ectoenzima CD39 y el

ácido graso DHA.

3. Analizar el efecto de los ligandos de Ahr producidos por la microbiota

intestinal en las DC.

4. Determinar el efecto de los probióticos productores de IAA en el modelo

EAE y su potencial como terapia inmunoreguladora.
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2.4. Resultados II

2.4.1. Ahr en células dendŕıticas limita el desarrollo de la

EAE.

Ahr juega un papel importante en el desarrollo del sistema inmune en ratones

[12]. Concretamente, diversos estudios avalan la relevancia del receptor en las

DC tanto en su maduración como en sus funciones [254]. Para investigar el rol

de Ahr en el control de la inflamación del SNC durante la EAE, analizamos

si se produćıa cambios en sus niveles de expresión génica durante el proceso

patogénico de este modelo. Ahr aumenta su expresión en las DC durante el

pico de la EAE (Figura 2.11A). De hecho, eliminar Ahr espećıficamente en

DC exacerba la patogenia de la EAE (Figura 2.11B) y aumentó el número

de células T proinflamatorias IL17+CD4+ y Ifnγ+CD4+ mientras que provocó

una disminución del porcentaje de las células T reguladoras Foxp3+CD4+ y

IL10+CD4+ (Figura 2.11C-F).

Estos datos sugieren la relevancia funcional de Ahr en las DC en

este modelo, pues su activación podŕıa limitar la inflamación del SNC

durante la EAE al promover la expansión de las poblaciones de células

CD4+ que expresan marcadores tolerogénicos.

2.4.2. Ahr impulsa la expresión de CD39 en células dendŕıti-

cas

CD39 es una ectonucleotidasa que cataliza la degradación del ATP y ADP ex-

tracelular [579]. El ATP extracelular desencadena la activación del inflamasoma

NLRP3 [580], un proceso que se ha demostrado que controla la diferenciación de

las células TH1 y TH17 durante la EAE [581]. Como apoyo a la hipótesis de que

AHR está ı́ntimamente relacionado con el control de la expresión de CD39 en las

DC, el porcentaje de células DC CD39+ disminuyó significativamente en ausencia

de AHR durante la EAE (Figura 2.12A). Además, Ahr produce la transactiva-

ción del promotor de CD39, pEntpd1, en ensayos in vitro (Figura 2.12B).

En conjunto, estos datos sugieren que AHR promueve la expresión
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Figura 2.11: Ahr en las células dendŕıticas limita el desarrollo de la

EAE. (A) La expresión génica de Ahr se determinó en las DC obtenidas de ra-

tones wildtype control (Naive) e inducidos para la EAE. Los niveles de expresión

de Gapdh se usaron para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-

∆∆Ct para calcular los cambios en los niveles de ARNm con respecto a los ratones

control. (B) Puntuación de la monitorización diaria asignada en función de los

signos cĺınicos de la enfermedad en ratones wildtype (WT) o carentes de Ahr en

DC (Zbtb46CreAHRfl). (C-D) Porcentaje de células en SNC de las subpoblaciones

CD4+ que expresan IL17 (C) IFNγ (D), Foxp3 (E) e IL10 (F) en ratones wildtype

(WT) o carentes de Ahr en DC (Zbtb46CreAHRfl) con inducción de EAE. * (p <

0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).
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Figura 2.12: Ahr dirige la expresión de CD39 en DC. (A) Porcentaje de

DC totales que expresen CD39 en ratones wildtype (WT) o carentes de Ahr en

DC (Zbtb46creAHRfl). (B) Actividad relativa de la luciferasa en células HEK293

transfectadas con un reportero de luciferasa precedida por la región promotora de

Entpd1, solo o junto con una construcción que codifica Ahr durante 24 h. * (p <

0,05); *** (p < 0,005).

de CD39 en células DC, lo que podŕıa ser un hecho relevante en el

control de la inflamación del SNC en el modelo de la EAE.

2.4.3. ENTPD1 en células dendŕıticas limita el desarrollo

de EAE

La expresión de CD39 contribuye a la función supresora de las Treg en el

contexto de la autoinmunidad y el cáncer [397]. Por ello, analizamos el efecto

de la supresión génica de CD39 sobre la EAE. La inducción de EAE condujo

a un agravamiento de la patoloǵıa en ratones CD39-KO (Figura 2.13A). El

empeoramiento de este genotipo se correlacionó con una mayor frecuencia de

células T CD4+IL17+ y CD4+IFNγ+, y una disminución de CD4+IL10+ en el

SNC (Figura 2.13C-D).

Las diferencias encontradas en el modelo in vivo nos llevaron a analizar los

cambios de expresión en las DC que pudieran ser responsables de estos resul-

tados. El análisis de expresión génica de las DC aisladas de ratones WT y
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Figura 2.13: CD39 en las células dendŕıticas (DC) controla las poblacio-

nes de células T y el desarrollo de EAE. (A) Puntuación de la monitorización

diaria asignada en función de los signos cĺınicos de la enfermedad en ratones wildty-

pe (WT) o carentes de CD39 en DC (ItgaxCreCD39fl). (B-D) Porcentaje de células

de las subpoblaciones CD4+ positivas para IL10 (B), IL17 (C) e IFNγ (D) en

SNC de ratones wildtype (WT) o carentes de CD39 en DC (ItgaxCreCD39fl) con

inducción de EAE. * (p < 0,05); *** (p < 0,005).

CD39-KO reveló una disminución significativa de Ahr al eliminar CD39. Este

resultado es paralelo al encontrado al silenciar Ahr en las DC, lo que podŕıa

ser consecuencia de la existencia de un bucle de regulación rećıproca entre am-

bas protéınas (Figura 2.14D). De todos los genes analizados correspondientes

a diferentes citoquinas, solo cambiaron su expresión de forma significativa Il27

y Tnfα (Figura 2.14E-F), los cuales aumentaron en ausencia de CD39. Sin

embargo, la expresión de Il1b, Il6, Il23 y Tfgβ permanecieron casi invariables en-

tre ambos genotipos. Aunque Il10 no mostró diferencias significativas śı mostró

una leve tendencia a la reducción de su expresión génica en ausencia de CD39

(Figura 2.14A-C,G-H). Quizás los discretos cambios encontrados se deben a

una escasa maduración y activación de las DC.

Cocultivos in vitro de DC CD39-KO junto con células T 2D2+CD4+ sin acti-

var (Naive) en presencia de LPS y MOG (35–55), expresaron de forma significati-

va mayor niveles de citoquinas proinflamatorias Il17, Ifnγ y Csf2 (Figura 2.15A-
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Figura 2.14: Cambios de expresión en las DC al silenciar CD39. Se

cultivaron in vitro DC wildtype (WT) o carentes de CD39 (CD39KO) con LPS y

MOG (35-55) durante 24 h. Se analizó la expresión génica mediante RT-PCR de

(A) Il1b, (B) Il6, (C) Il23, (D) Ahr, (E) Il27, (F) Tnfα, (G) Il10 y (H) Tgfβ1 .

Los niveles de expresión de Gapdh se usaron para normalizar la expresión del gen

de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para calcular los cambios en los niveles de ARNm con

respecto a los ratones wildtype. * (p < 0,05).

C) que los cocultivos con DC WT. Por el contrario, la expresión de las citoqui-

nas reguladoras Foxp3 y Il10 disminuyó (aunque Il10 de forma no significativa)

(Figura 2.15D-E) en ausencia de CD39. Además, los cocultivos con las DC

CD39-KO mostraron una mayor liberación al medio de las citoquinas GMCSF,

IL17 e IFNγ (Figura 2.15G-I), a expensas de una reducción no significativa de

la secreción de IL10 (Figura 2.15F).

Por lo tanto, la posibilidad de que AHR regule la expresión de

CD39 en células dendŕıticas (DC) tendŕıa como resultado limitar la

respuesta de las células T proinflamatorias y el desarrollo de EAE.
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Figura 2.15: CD39 en DC limita la activación de células T. Se activaron

DC wildtype (WT) o carentes de CD39 (CD39KO) durante 24 h con LPS y MOG

(35–55) y posteriormente se cocultivaron con células T CD42D2+ durante 24 h.

(A-E) Se analizó la expresión génica mediante RT-PCR de Csf2, Il17, Ifnγ, Il10 y

Foxp3 y (F-I) la secreción de citoquinas IL10, GMCSF, IL17 e IFNγ, respectiva-

mente. Los niveles de expresión de Gapdh se usaron para normalizar la expresión

del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para calcular los cambios en los niveles de

ARNm con respecto a los ratones wildtype. * (p < 0,05); ** (p < 0,01).

2.4.4. El metabolismo de los ácidos grasos está impulsado

por Ahr

Fads3 es una desaturasa de ácidos grasos responsable del metabolismo del

DHA en el cerebro [425]. Este PUFA tiene relevancia en el sistema inmune y

afecta a la función de CPA de las DC [411]. Encontramos que Ahr se unió a

sus regiones promotoras al activar las DC con LPS, por lo que podŕıa estar

controlando su expresión génica (Figura 2.16A). Para determinar si este gen

era relevante en nuestro modelo de EAE, analizamos si se produćıa cambios en

sus niveles de expresión génica durante el pico de la EAE. Fads3 aumentó su

expresión en las DC durante la EAE (Figura 2.16B).
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Figura 2.16: La expresión génica de Fads3 es regulada por Ahr en DC

y participa en la EAE. (A) Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) para

analizar la unión de Ahr a los en el promotor de Fads3 al activar las DC con LPS

durante 24 h. (B) La expresión génica de Fads3 se determinó en DC obtenidas de

ratones wildtype control (Naive) e inducidos para la EAE. Los niveles de expresión

de Gapdh se usaron para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-

∆∆Ct para calcular los cambios en los niveles de ARNm con respecto a los ratones

control. *** (p < 0,005).

Estos datos sugieren que Ahr podŕıa regular la inflamación durante

la EAE al controlar la expresión de Fads3 en células DC, el cual podŕıa

tener especial importancia en estas respuestas.

2.4.5. El tratamiento con DHA en células dendŕıticas limi-

ta las respuestas proinflamatorias

Se ha demostrado que el DHA tiene efectos protectores en muchos tipos de

afecciones inflamatorias, como la artritis reumatoide, el asma, la enfermedad de

Crohn y la psoriasis [582]. Para confirmar que el DHA no afectaba a la viabilidad

de las DC in vitro probamos diferentes concentraciones de DHA, en concreto

5, 10 y 50 µM. En ninguno de los tres casos la supervivencia celular de las

DC se vio comprometida (Figura 2.17A). Para llevar a cabo los experimentos

posteriores seleccionamos la concentración de 50 µM, ya que es la concentración
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más reportada en numerosas publicaciones cient́ıficas relacionadas con nuestro

trabajo. Confirmamos el efecto inmunosupresor del DHA mediante análisis de

expresión génica de diferentes marcados asociados a un proceso proinflamatorio

como son la Il1b, Il6, Il12, Il23, Nos2, Tnfα y Tgfβ1 (Figura 2.17B-H), debido

a que todos ellos disminúıan en presencia del DHA.

Además, quisimos corroborar que este efecto se produćıa directamente por la

metabolización del DHA a través de Fads3. Por ello llevamos a cabo un experi-

mento paralelo al mencionado anteriormente en las DC carentes de la expresión

de Fads3 y analizamos los cambios de expresión en algunos de los genes que ya

hab́ıamos determinado. Al carecer de Fads3 tanto en el veh́ıculo como tras el

tratamiento de DHA los niveles de expresión de estos genes fueron superiores en

células DC carentes de Fads3 (Figura 2.17I-K). Incluso en el caso de Tgfβ1 el

tratamiento del DHA incrementó su nivel de expresión por encima de su veh́ıculo

en Fads3-/- (Figura 2.17K).

Probamos si este efecto inmunoregulador en DC se tradućıa en efectos para-

crinos. Para llevar a cabo este objetivo cocultivamos in vitro DC junto con células

T 2D2+CD4+ sin activar (Naive) en presencia de LPS y DHA. Encontramos una

menor liberación de todas las citoquinas analizadas, IFNγ, GMCSF, IL17 e IL10

(Figura 2.18A-D).

Fads3 limita las respuestas proinflamatorias a través del metabolis-

mo del DHA. Aśı el eje Ahr-Fads3 en este modelo podŕıa contribuir a

controlar el desarrollo patogénico de la EAE.

2.4.6. Efectos en células dendŕıticas de los ligandos endóge-

nos de Ahr derivados del metabolismo de la micro-

biota

Se han descrito niveles reducidos de ligandos de AHR circulantes en pacientes

con EM, lo cual se correlaciona con mayor duración y gravedad de la enferme-

dad, aśı como con la atrofia progresiva del SNC [561], [564], [583]. El Trp es

un aminoácido esencial proporcionado por la dieta que es metabolizado por la

microbiota en varios ligandos de AHR [584] como el IAA y la TA. También se
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Figura 2.17: Cambios de expresión génica en DC al tratar con DHA.

(A-H) Se cultivaron in vitro DC wildtype (WT) o (I-K) Fads3-/- con LPS y DHA

durante 24 h. (A) Se determinó la viabilidad celular al tratar con 5, 10 ó 50 µM

de DHA mediante citometŕıa FACS. (B-H) Expresión génica analizada mediante

RT-PCR de (B) Il1b, (C) Il6, (D) Il12, (E) Il23, (F) Nos2, (G) Tnfα, (H) Tgfβ1,

(I) Il12, (J) Nos2 y (K) Tgfβ1 . Los niveles de expresión de Gapdh se usaron

para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para calcular los

cambios en los niveles de ARNm con respecto al tratamiento veh́ıculo. * (p < 0,05);

** (p < 0,01); *** (p < 0,005); **** (p < 0,001).
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Figura 2.18: Efectos paracrinos del DHA. Se activaron DC wildtype (WT)

durante 24 h con LPS junto con DHA (50 µM) o su veh́ıculo y, posteriormente

se cocultivaron con células T CD42D2+ durante 24 h. Se analizó la secreción de

citoquinas (A) IFNγ, (B) GMCSF, (C) IL17 e (D) IL10. * (p < 0,05); **** (p <

0,001).

produce indol, el cual es esencial para la producción de I3S en el h́ıgado [254].

Para investigar más a fondo los efectos de estos ligandos en la regulación

transcripcional dependiente de AHR, realizamos un ensayo de reportero utili-

zando una construcción en la que el promotor de AHR controla la expresión de

luciferasa. La exposición de las células HEK293 a IAA, TA y I3S transactivó este

promotor sensible a AHR de forma significativa en todos los casos. También in-

cluimos en este experimento al ligando de AHR, FICZ, derivado del Trp y usado

extensamente en estudios del receptor, para confirmar la efectividad del sistema

(Figura 2.19A). Sin embargo, al tratar las DC con estos ligandos no aumentó

la expresión del receptor (Figura 2.19B), aunque śı lo hicieron sus dianas trans-

cripcionales Cyp1a1 y Cyp1b1 (Figura 2.19C-D). Además, empleamos DC que

portan una variante mutante de Ahr con baja afinidad por sus ligandos (AhRd)

para confirmar que los cambios de expresión se deb́ıan a la unión de estos ligandos

(Figura 2.19C-D).

Por lo tanto, en las DC estos ligandos desencadenan la actividad

transcripcional del receptor, aunque no induzcan su expresión de forma

dependiente de su unión.
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Figura 2.19: Ahr se activa transcripcionalmente en las DC de forma

dependiente de la unión de ligandos endógenos producidos por la mi-

crobiota. (A) Las células HEK293 se transfectaron con un plásmido reportero

sensible a AHR (pGud-Luc) y se trataron con IAA, TA, I3S (100 µg/mL)) y FICZ

(0,5 µM) durante 24 h. (B-D) Se activaron DC WT o AHRd durante 24 h con

LPS junto con IAA, TA, I3S y FICZ, a las mismas concentraciones indicadas an-

teriormente. Se analizó la expresión génica de (B) Ahr, (C) Cyp1b1 y (D) Cyp1a1

mediante RT-PCR. Los niveles de expresión de Gapdh se usaron para normalizar

la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para calcular los cambios en los

niveles de ARNm con respecto al tratamiento Veh́ıculo. * (p < 0,05); ** (p < 0,01);

*** (p < 0,005).
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2.4.7. Regulación de la respuesta inmune de las células

dendŕıticas mediada por los ligandos endógenos de

Ahr

NF-κB es fundamental en la regulación del sistema inmune, ya que promue-

ve la diferenciación de células Th1 y Th17 a través de sus efectos sobre otras

células T y las células presentadoras de ant́ıgenos [585], [586]. Con el objetivo

de determinar si estos ligandos activaban la señalización de NF-κB en DC se

emplearon ratones transgénicos NF-κB-GFP-luciferasa, los cuales expresan una

protéına fluorescente impulsada por NF-κB. Se determinó el número de células

fluorescentes tras el tratamiento con los ligandos IAA, TA, I3S, FICZ y el inhi-

bidor CH223191 de AHR en DC v́ırgenes o activadas con LPS. Ninguno de los

ligandos endógenos activó esta señalización, siendo el FICZ el único tratamiento

que aumentaba la activación de NF-κB tanto en DC Naive como DC tratadas

con LPS (Figura 2.20A-C).

Posteriormente, decidimos seleccionar uno de estos ligandos para probar su

efecto in vitro en las DC. El ligando elegido fue el IAA, el cual modificó el

programa transcripcional de las citoquinas proinflamatorias en las DC. Todos los

genes estudiados en las DC WT (Il1b, Il6, Il12, Il23, Tgfβ1 y Tnfα) redujeron

sus niveles de expresión en presencia de IAA. Confirmamos que estas respuestas

eran dependientes de Ahr, pues en DC con baja afinidad por ligandos (AhRd)

esta respuesta no se produjo, excepto en el caso de Tnfα que śı disminuyó su

expresión aunque de forma menos significativa (Figura 2.21A-F).

Las DC controlan la polarización de las células T. Por este motivo analizamos

si el cambio en la función CPA tras el tratamiento con IAA, se habŕıa tradu-

cido en algún efecto al cocultivarlas con células T 2D2+ CD4+. Analizamos la

expresión génica del cocultivo y encontramos que los niveles de expresión de las

citoquinas proinflamatorias Csf2 y Ifnγ disminuyeron significativamente e igual-

mente Tnfα mostró una disminución sin llegar a ser estad́ısticamente significativo

(Figura 2.22A-C). Por el contrario, las citoquinas reguladoras aumentaron su

expresión, Foxp3 e Il10, aunque no lo hicieron de manera estad́ısticamente signi-

ficativa (Figura 2.22D-E). A pesar de que estos resultados no mostraron una
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Figura 2.20: Los ligandos endógenos de Ahr no activan NF-κ en DC. DC

NF-κB-GFP-luciferasa (A) sin activar Naive o (B) activadas con LPS fueron esti-

muladas durante 1 h con IAA, TA, I3S (100 µg/mL) y FICZ (0,5 µM). Se muestra

el porcentaje relativo de células fluorescentes determinado mediante citometŕıa de

flujo. (C) Paneles representativos del análisis de citometŕıa de los diferentes trata-

mientos estudiados. **** (p < 0,001).
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Figura 2.21: Cambios de expresión génica en las DC tras el tratamiento

con IAA. Se cultivaron in vitro las DC wildtype (WT) o AHRd con LPS y IAA

durante 24 h. (A) Expresión génica analizada mediante RT-PCR de (A) Il1b, (B)

Il6, (C) Il12, (D) Il23, (E) Tgfβ1 y (F) Tnfα . Los niveles de expresión de Gapdh

se usaron para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para

calcular los cambios en los niveles de ARNm con respecto al tratamiento veh́ıculo.

* (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).
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significancia estad́ıstica, las DC tratadas con IAA teńıan una menor capacidad

para inducir la producción de IFN-γ e GM-CSF por parte de las células T, según

los resultados obtenidos del ELISA. La liberación del IFNγ muestra la misma

tendencia, aunque su disminución no fue significativa (Figura 2.22F-H). Por

el contrario, el pretratamiento de las DC con IAA aumentó su capacidad para

promover la liberación de IL10 (Figura 2.22I).

El IAA afecta la capacidad de las DC para activar y polarizar las

células T aumentando la expresión de genes y la liberación de citoqui-

nas que definen el subconjunto de Treg. Aśı estos resultados sugieren

que la activación de Ahr por IAA podŕıa tener un efecto inmunosu-

presor.

2.4.8. El tratamiento con probióticos productores de IAA

con efecto inmunorregulador en la EAE

Para facilitar la absorción intestinal de IAA después de la administración oral,

desarrollamos probióticos modificados genéticamente basados en la cepa E. coli

Nissle (EcNIAA), que ya se administra como probiótico terapéutico [587], [588].

Para evaluar la función del promotor inducible por ATC (ver Materiales y Méto-

dos), medimos la cantidad de IAA producido in vitro después de la activación de

la bacteria. La cepa EcN parental produjo cantidades mı́nimas de IAA mientras la

cepa EcNIAA diseñada por ingenieŕıa secretaba cantidades significativas de IAA

al medio de cultivo de forma creciente en el tiempo evaluado (Figura 2.23A).

Para caracterizar la distribución y los efectos biológicos del IAA producido por

probióticos, administramos EcNIAA o EcN por sonda oral diariamente. En primer

lugar confirmamos la viabilidad de la bacteria en heces para ratificar la funciona-

lidad del tratamiento (Figura 2.23B). A continuación, cuantificamos los niveles

de IAA en plasma y heces 4 h después de la última administración del probiótico.

La administración de EcNIAA aumentó los niveles de IAA en ambas muestras

biológicas procedentes de los ratones tratados (Figura 2.23C-D).

Para evaluar el potencial terapéutico de los probióticos modificados genética-

mente basados en la cepa E. coli Nissle (EcNIAA), administramos EcNIAA o EcN
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Figura 2.22: IAA modula la función de las DC in vitro al modular la

diferenciación de células T efectoras. Se cultivaron DC wildtype junto con

LPS y IAA durante 24 h y posteriormente, se cocultivaron con células T CD42D2+

durante 24 h. (A-E) Expresión génica analizada mediante RT-PCR de (A) Csf2,

(B) Ifnγ, (C) Tnfα, (D) Foxp3 e (E) Il10. Los niveles de expresión de Gapdh

se usaron para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para

calcular los cambios en los niveles de ARNm con respecto al tratamiento Veh́ıculo.

(F-I) Se analizó la secreción de citoquinas (F) IL17, (G) GMCSF, (H) IFNγ e (I)

IL10. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,005).
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Figura 2.23: Biodistribución del IAA producido por EcNIAA (Syn2342).

(A) Concentración de IAA liberada in vitro por la bacteria control (Syn 094) y la

productora de IAA (Syn2342) a las 2 h y 4 h. (B) Viabilidad de la bacteria en heces

4 h después de la dosis diaria en los d́ıas 9 y 23 de tratamiento. (C-D) Cantidad

de IAA medido en (C) suero o (D) heces por la bacteria control (Syn 094) y la

productora de IAA (Syn2342) en el d́ıa 9 y 4 h tras el tratamiento. Las mediciones

de la concentración de IAA se realizaron mediante espectrometŕıa de masas. * (p

< 0,05).

diariamente por sonda oral comenzando tres d́ıas antes de la inducción de EAE

todos los d́ıas hasta el d́ıa final del experimento. La administración de EcNIAA dis-

minuyó el desarrollo patológico de la EAE (Figura 2.24A), lo que fue concomi-

tante con una disminución de células T proinflamatorias en el SNC CD4+IFNγ+

y CD4+IL17+ (Figura 2.24B-C). Además, analizamos la respuesta recall de

los esplenocitos aislados de ratones tratados con estos probióticos mediante la

determinación de las citoquinas liberadas al medio. Encontramos que las citoqui-

nas proinflamatorias Il17, IFNγ y GMCSF fueron liberadas en menor cantidad

mientras que IL10 mostró un comportamiento opuesto al liberarse en mayor me-

dida en células procedentes de ratones tratados con la bacteria productora de

IAA (Figura 2.24D-G).

Decidimos aislar las DC del bazo para determinar si los probióticos redućıan

los signos cĺınicos de la EAE como consecuencia de una reducción de los niveles

inflamatorios a través de la regulación inmune en estas células. Observamos que

tras el tratamiento con la bacteria productora de IAA aumentaba el porcentaje
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Figura 2.24: Los probióticos productores IAA suprimen la autoinmuni-

dad del SNC. (A) Puntuación de la monitorización diaria asignada en función

de los signos cĺınicos de la enfermedad en ratones wildtype tratados con el veh́ıculo,

bacteria control (EcN) y productora de IAA (EcNIAA). Porcentaje de células en el

SNC de las subpoblaciones CD4+ que expresan (B) IFNγ e (C) IL17 . Liberación

de citoquinas tras la reactivación de esplenocitos procedentes de ratones tratados

con EcN o EcNIAA estimulados con MOG 35-55 durante 72 h. Se analizó la con-

centración en el medio de (D) IFNγ, (E) IL17, (F) IL10 y (G) GMCSF. * (p <

0,05); ** (p < 0,01); **** (p < 0,001).
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de las DC (Figura 2.25A). Aprovechamos para confirmar que este tratamiento

provocaba cambios en los patrones de expresión génica de esta población celular.

Todos los genes proinflamatorios analizados (Il1b, Il6, Il12, Nos2, Tgfβ1 y Tnfα)

bajaron sus niveles de expresión, aunque solo mostraron significancia estad́ıstica

Il1b, Il6 y Nos2 (Figura 2.25D-I). Además, decidimos analizar la expresión de

Ahr y su diana transcripcional, Cyp1a1. En ninguno de los dos casos se produjeron

diferencias significativas entre la bacteria control y la productora de IAA. No

obstante, se aprecia un evidente aumento en la expresión de Cyp1a1, lo que

podŕıa deberse a la activación del receptor a consecuencia de la probable unión

del IAA a la protéına Ahr en las DC (Figura 2.25B-C).

A partir de estos resultados, podemos confirmar la efectividad de

los probióticos productores de IAA como tratamiento en el modelo

murino de la EAE. Todo parece indicar que posee efectos directos en

la funcionalidad de las DC, que en último reduciŕıan la inflamación del

SNC ocasionado durante la progresión de la EAE.

2.4.9. EcNIAA afecta a la diferenciación de las células T

Para determinar si estos cambios en la proporción y la genética de las DC

modificaban de forma directa su función de CPA en el entorno periférico del

SNC, cocultivamos las DC las junto con linfocitos T 2D2+CD4+ sin activar

(Naive). Confirmamos que se redujeron los niveles de citoquinas proinflamatorias

Il17, Ifnγ, Csf2, y Tnfα (Figura 2.26A-D), mientras que las citoquinas Il10 y

Foxp3 aumentaron su expresión, aunque solo lo hizo de forma significativa Il10

(Figura 2.26E-F).

Lo más interesante fue que estos cambios génicos se tradućıan en aumento de

subpoblaciones de células T que expresaban marcadores tolerogénicos como Foxp3

e IL10 (Figura 2.27A-B). Como era de esperar la liberación de citoquinas al

medio en estos cocultivos fue menor en el caso de las citoquinas proinflamatorias

IL17, GMCSF e IFNγ, y superior en el caso de la IL10 (Figura 2.27C-F).

Por último, para corroborar que EcNIAA alteraba las DC y esto afectaba

a la polarización de los linfocitos T efectores antes de llegar al SNC, aislamos
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Figura 2.25: El tratamiento con EcNIAA aumenta la expresión de las DC

y disminuye la expresión de genes proinflamatorios. (A) Porcentaje de

células CD11c+MCHII+ aisladas del bazo de ratones tratados con EcN y EcNIAA

tras ser inducidos para la EAE. (B-I) Expresión génica determinada mediante RT-

PCR a partir de las DC aisladas en de (B) Ahr, (C) Cyp1a1, (D) Il1b, (E) Il6, (F)

Il12, (G) Nos2, (H) Tgfβ1 y (I) Tnfα. Los niveles de expresión de Gapdh se usaron

para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para calcular los

cambios en los niveles de ARNm con respecto al tratamiento de la bacteria control

EcN. * (p < 0,05); ** (p < 0,01).
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Figura 2.26: EcNIAA aumenta la expresión de genes propios de Tregs in

vitro. Se cocultivaron 24 h DC wildtype esplénicas junto con células T CD42D2+.

Las DC fueron aisladas del bazo de ratones tratados con EcN y EcNIAA tras ser

inducidos para la EAE. Expresión génica determinada mediante RT-PCR de (A)

Il17, (B) Ifnγ, (C) Csf2, (D) Tnfα, (E) Il10y (F) Foxp3. Los niveles de expresión de

Gapdh se usaron para normalizar la expresión del gen de interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct

para calcular los cambios en los niveles de ARNm con respecto al tratamiento de

la bacteria control EcN. * (p < 0,05); ** (p < 0,01).

los linfoticos T activados en el bazo. Estas células T activadas mostraron un

aumento en los niveles de expresión de las citoquinas reguladoras Il10 y Foxp3

(Figura 2.28A-B), y una disminución (no significativa) de la expresión génica

de las citoquinas proinflamatorias Il17 y Tnfα (Figura 2.28C-D).

El tratamiento con probióticos productores de IAA potencia la di-

ferenciación de los Treg a través de su efecto directo sobre las DC. De

este modo, este tratamiento potenciaŕıa las respuestas inmunoregula-
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Figura 2.27: EcNIAA aumenta la población de células Tregs in vitro. Se

cocultivaron 24 h DC wildtype esplénicas junto con células T CD42D2+. Las DC

fueron aisladas del bazo de ratones tratados con EcN y EcNIAA tras ser inducidos

para la EAE. Proporción de células T (A) CD4+Foxp+ y (B) CD4+IL10+, y una

representación gráfica de los perfiles de FACS obtenidos. Análisis de la liberación

de citoquinas en este cocultivo mediante ELISA de (C) IL17, (D) GMCSF, (E)

IFNγ e (F) IL10. * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,005); **** (p < 0,001).
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Figura 2.28: EcNIAA aumenta la expresión de genes caracteŕısticos de

Tregs in vivo. Se aislaron célultas T esplénicas activadas procedentes de ratones

tratados con EcN y EcNIAA tras ser inducidos para la EAE. Expresión génica

determinada mediante RT-PCR de (A) Il10, (B) Foxp3, (C) Il17 y (D) Tnfα. Los

niveles de expresión de Gapdh se usaron para normalizar la expresión del gen de

interés (∆Ct) y 2-∆∆Ct para calcular los cambios en los niveles de ARNm con

respecto al tratamiento de la bacteria control EcN. * (p < 0,05).

doras reduciendo los niveles inflamatorios en el entorno periférico del

SNC.
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2.5. Discusión II

La esclerosis múltiple (EM) se considera una enfermedad predominantemente

mediada por células T. Los pacientes con EM albergan en el torrente sangúıneo

poblaciones de células T concretas durante largos periodos de tiempo [589]-[591].

Además, el modelo murino de la EAE puede ser producido por la transferencia de

poblaciones espećıficas de células T CD4+ de ratones enfermos a ratones sanos

como único evento inductor [592]. Sin embargo, multitud de evidencias encontra-

das muestran que las células dendŕıticas (DC) presentan un papel fundamental

en el inicio y la progresión de esta afección neurológica.

Las DC se encuentran en el SNC tanto en condiciones normofisiológicas, con-

formando el sistema de vigilancia inmunológica, como en multitud de procesos

inflamatorios neurales [593], [594], incluida la EM [520], [595]. Aśı se considera

factor de riesgo para el desarrollo de EM ciertos alelos del CMHII, en particular

el alelo DRB1*1501 [596], [597]. Además, gracias a trabajos en ratones modelo

de la EAE, se ha podido concluir que las CD11c+ por śı solas son suficientes

para presentar ant́ıgenos a las células T reactivas y mediar la inflamación del

SNC resultando en la progresión inicial de la enfermedad [481], [598], [599]. Sin

embargo, otros estudios afirman que las DC dependiendo de su ubicación o estado

de diferenciación, podŕıan prevenir el desarrollo de la EAE [600].

En este trabajo hemos demostrado que el factor de transcripción Ahr se induce

durante la EAE en DC localizadas en el SNC regulando las poblaciones de células

T en este entorno, aumentado la población CD4+ de Tregs y disminuyendo la

de CD4+ proinflamatorias. Este primer resultado junto con la combinación de

varios factores han supuesto que el receptor de dioxinas sea la diana de estudio

en este modelo de EM, ya que presenta un gran impacto en: (1) el desarrollo y la

funcionalidad del SNC [601], (2) la regulación inmune en el contexto de diversas

patoloǵıas [602] y (3) la maduración y función de las DC [254].

En primer lugar, los ligandos de AHR impactan en la proliferación, la diferen-

ciación y la supervivencia neuronal. Estudios empleando los modelos de inverte-

brados Caenorhabditis elegans [603] y Drosophila melanogaster [604], han reve-

lado la regulación de estas funciones primordiales en el SNC a través de AHR.
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En vertebrados tomando como modelo el ratón, se ha encontrado que Ahr modi-

fica su expresión génica de forma temporal y espacial en el SNC [605]. Además,

AHR es expresado por los astrocitos, las células endoteliales aisladas de la barre-

ra hematoencefálica y las células gliales, regulando la integridad y supervivencia

del SNC [606]-[608]. AHR también es expresado por células madre neurales o

neuroblastos [609], [610]. No obstante, cabe destacar que la activación de AHR

por diversos ligandos puede producir neurodegeneración al desencadenar eventos

apoptóticos [611]-[613].

En segundo lugar, diversos modelos de enfermedades infamatorias y autoin-

munes han revelado que la activación de AHR in vivo puede suprimir la infla-

mación. TCDD suprimió las respuestas alérgicas y las enfermedades pulmonares

inmunes [614]; la dermatitis atópica [615]; el śındrome de la enfermedad de injerto

de células hematopoyéticas [616]; la colitis o enfermedad de Crohn [457], [617]; la

diabetes tipo I [431], y la EM [618], entre otras.

En tercer lugar, la capacidad tolerogénica de las DC se considera particular-

mente importante para controlar y/o apagar las respuestas proinflamatorias pa-

togénicas durante el desarrollo de las enfermedades autoinmunes. En este sentido,

se ha demostrado que AHR controla el desarrollo de DC tolerogénicas que pro-

mueven la diferenciación de Tregs de una manera dependiente del ácido retinoico

y de la indolamina 2,3-dioxigenasa [430], [435], [441], [445]. Además, ciertos sub-

conjuntos de Treg CD4+CD25+Foxp3+ expresan mayores niveles tanto de AHR

como de CYP1A1 [618], [619]. Varios trabajos han identificado lugares de unión

de AHR en los promotores de los genes de las citoquinas, lo que podŕıa modular

la expresión génica de éstas [620]-[623], y su activación por TCDD puede revertir

la desmetilación de los promotores de la IL-17 [617]. De este modo, la capacidad

de AHR para suprimir la expresión génica de las citoquinas proinflamatorias es

un mecanismo esencial. Sin embargo, AHR nunca posee un único mecanismo de

acción con una consecuencia universal. Aśı la polarización de las células T me-

diada por AHR puede depender del ligando de activación y los subconjuntos de

células involucrados. TCDD dio como resultado un aumento de Treg, mientras

que FICZ incrementó la polarización de TH17. Estos resultados se manifiestan

en la EAE, ya que TCDD disminuyó la gravedad de la enfermedad mientras que
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FICZ exacerbó la gravedad de la enfermedad [618], [624]. Otro mecanismo por el

que AHR puede disminuir la capacidad para generar células T periféricas es la

atrofia t́ımica, pues su activación por TCDD en DC provoca este proceso [453],

[625].

Como se ha comentado anteriormente, las respuestas resultantes de la activa-

ción de AHR pueden ser muy divergentes debido a las diferentes interacciones del

receptor con otras protéınas o cofactores transcripcionales [626]. Los resultados

de este trabajo revelan que AHR puede actuar junto con CD39 en las DC limitan-

do las respuestas de las células T patogénicas y favoreciendo la expansión de las

Tregs. Previamente, se hab́ıa reportado en varias publicaciones que las acciones

de CD39 y AHR en células T estaban conectadas e implicadas directamente en

la producción de IL10, y por lo tanto, ambos participaban en la diferenciación de

estas células en células Tr1 [378], [627], [628].

El papel de CD39 en células T se ha estudiado ampliamente debido a que

inicialmente se describió como un marcador de activación de las células linfoides

[629] y es ampliamente aceptado que tiene un rol tolerogénico per se, tanto en es-

tudios en modelos de ratón como en humanos, pues se expresa constitutivamente

en células Treg Foxp3+ [630]. El fenotipo de los ratones CD39-/- confirma la im-

plicación de esta enzima en la inmunorregulación, pues un rasgo de éstos es la in-

flamación cutánea exacerbada frente a la exposición a compuestos qúımicos [374]

y la supresión de la proliferación de células T efectoras [397]. En humanos se ha

comprobado que los pacientes sometidos a un tratamiento de trasplante de células

madre hematopoyéticas, presentan una disminución de células T proinflamatorias

Th17 y un aumento de Treg CD39+, y este efecto se traduce en peŕıodos sosteni-

dos de remisión de la EM [631], [632]. En pacientes con enfermedad de Crohn, se

ha descubierto una población de células Th17 CD39+ y presentan caracteŕısticas

tanto reguladoras (es decir, generación de adenosina, función supresora) como

proinflamatorias (es decir, bajos niveles de A2A y generación de inosina) [633].

Además, el aumento de TGF-β e IL-6 durante la diferenciación in vitro de células

Th17 induce la expresión de ectonucleotidasas CD39 y CD73, lo que puede dotar

a las células Treg de la capacidad de entrar en sitios con elevados niveles de in-

flamación y mediar respuestas de inmunosupresión al prevenir la muerte celular
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mediada por el receptor P2X7 [634], [635]. Podemos concluir que la expresión de

CD39 se puede detectar en un amplio espectro de inmunocitos, donde participa

en algunos procesos fisiopatológicos, como la enfermedad inflamatoria intestinal

(EII), la sepsis, la esclerosis múltiple (EM), las enfermedades alérgicas, la lesión

por isquemia-reperfusión (I/R), el lupus eritematoso sistémico (LES), diabetes y

cáncer [636].

No obstante, CD39 parece tener importancia en la regulación de las DC modu-

lando la función de CPA a través de IL27 in vitro e in vivo a través de STAT3. La

señalización de la IL27 en las DC limita la diferenciación de las células T patóge-

nas TH1 y TH17 y el desarrollo de la autoinmunidad del SNC. Otros estudios

determinaron que el CD39 en las DC limita esta diferenciación al agotar el eATP

y, en consecuencia, reduce la activación del inflamasoma NLRP3 dependiente de

P2rX7 y la producción de IL-1β e IL-18 [380], [507]. Los resultados obtenidos pa-

recen indicar que silenciar CD39 espećıficamente en las DC provoca un aumento

de los niveles inflamatorios aunque también incrementa la expresión de IL27, lo

que seŕıa un dato opuesto a la afirmación anterior. Pese a ello, otras publicacio-

nes han mostrado que la IL27 puede potenciar las respuestas de las células T

citotóxicas empeorando los trastornos mediados por el sistema inmunitario [637].

En este trabajo evaluamos otras posibles v́ıas de señalización por las que AHR

podŕıa modular el entorno inflamatorio en el SNC. Abordamos el estudio en el

metabolismo de los PUFA, y concretamente, FADS3. Esta desaturasa se relacio-

na directamente con la presencia de DHA en el cerebro, el cual es clave en la

homeostasis y funcionalidad de este órgano [425], [429], [638]. Cabe destacar que

en ratas hembras, FADS3 se transcrib́ıa significativamente en mayor medida en

algunos tejidos [422], lo que seŕıa relevante en el estudio de la EM al ser una

enfermedad que afecta al doble de mujeres que hombres [461]. Seŕıa interesan-

te confirmar si existe este sesgo en su transcripción entre individuos machos y

hembras que hayan desarrollado EM.

Durante la neurodegeneración impera un déficit de DHA en el SNC que pue-

de ser compensado por una suplementación a través de la dieta. El DHA tiene

propiedades inmunomoduladoras disminuyendo los niveles de citoquinas proin-

flamatorias en pacientes con EM [639], [640]. Los datos obtenidos en este trabajo
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sugieren que el impacto de la señalización de AHR sobre FADS3 en presencia de

DHA, podŕıa expandir las poblaciones de Treg principalmente a través de FOXP3

e IL10 en el contexto de la autoinmunidad patogénica del SNC. La existencia de

este eje de señalización celular tendŕıa gran relevancia pues FoxP3 Tregs pre-

vienen y retrasan el desarrollo de EAE, mientras que el aumento de la relación

SNC IL-10+ Treg/Teff durante la resolución de EAE sugiere que las células Tr1

suprimen la inflamación continua del SNC [641]. De hecho, los ratones deficientes

en IL-10 no se recuperan de EAE [642].

Existen numerosas evidencias cient́ıficas del efecto del DHA sobre la regula-

ción del sistema inmune, demostrándose sus efectos protectores en muchos tipos

de afecciones inflamatorias crónicas, como la artritis reumatoide, el asma, la en-

fermedad de Crohn, la colitis y la psoriasis [582]. Algunos de los mecanismos por

los que actúan estos ácidos grasos están directamente relacionados con sus ac-

ciones antiinflamatorias, ya que DHA disminuye la śıntesis de la prostaglandina

proinflamatoria E2 [401] y son precursores de las E-resolvinas y D-resolvinas que

suprimen la producción de citocinas inflamatorias [643].

Se ha visto que el tratamiento con DHA en las DC controla su función de

CPA, y por lo tanto, de forma indirecta influye en la diferenciación de las células

T [411]-[413], [416]. Además, las DC activadas y maduradas con LPS y tratadas

con DHA se caracterizaban por reducir su producción de citoquinas [644]. En

macrófagos se ha podido comprobar que los PUFA (como el DHA) regulan la

expresión génica a través de factores de transcripción como PPAR y NF-κB y/o

mediante la producción de eicosanoides, reduciendo la producción de citoquinas

proinflamatorias (TNFα, IL-1β e IL-6) [645], lo que tiene gran potencial en re-

ducir los niveles de inflamación durante la obesidad [646]. Curiosamente, se ha

demostrado que el tratamiento con TCDD altera in vivo los niveles de eicosanoi-

des en varios órganos del ratón de manera dependiente de AHR, y los propios

citocromos P450 inducidos por AHR pueden estar involucrados en el metabolismo

de DHA [647], [648].

Hay algunas pruebas de informes de casos y de estudios en animales que sugie-

ren que el efecto del DHA en la microbiota intestinal también puede desempeñar

un papel importante como terapia de enfermedades inflamatorias orales y gas-
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trointestinales [649]. La inflamación crónica intestinal suele ser el resultado del

aumento de LPS derivado de la disbiosis intestinal, lo que conduce a la activación

del inflamasoma y aumento de la expresión de citoquinas inflamatorias. El DHA

reduce la producción de LPS y permeabilidad intestinal y, en última instancia,

una reducción de endotoxemia metabólica e inflamación [650]. El DHA atenúa el

daño intestinal en modelos de colitis porcina y de ratón, y restaura la disbiosis

microbiana intestinal aumentando la riqueza de especies y modulando las inter-

acciones microbianas [651], [652]. Por tanto, el tratamiento con DHA podŕıa ser

clave para controlar la inflamación periférica del SNC antes de desencadenar la

patoloǵıa de la EM.

Actualmente en este sentido, se está investigando el potencial terapéutico

de tratamientos probióticos que modulan y restablecen la microbiota. Reciente-

mente se informó que la administración de probióticos suprimió las respuestas

inflamatorias periféricas en pacientes con EM, como lo demuestra la disminución

de la expresión de moléculas coestimuladoras y del CMHII en monocitos y célu-

las dendŕıticas [653]. Algunos de estas moléculas productos de la dieta y la flora

comensal actúan como ligandos de AHR regulando su actividad. Por ejemplo, el

triptófano es un aminoácido esencial proporcionado por la dieta que se metabo-

liza en varios ligandos de AHR [584]. Estos ligandos endógenos también se han

detectado en el cerebro en condiciones fisiológicas, lo que sugiere que AHR podŕıa

desempeñar una función en la homeostasis del SNC [601]. Aśı niveles reducidos

de agonistas de AHR se han relacionado con procesos patológicos neurales como

la EM [560], [564], [654]. El metabolismo del triptófano a través de la acción con-

junta de la encima IDO y AHR se han vinculado con la inducción de tolerancia

inmunológica y la regulación positiva de la polarización Treg versus TH17 [445],

[655] y junto con los interferones tipo I activan AHR en los astrocitos y conducen

a la supresión de la neuroinflamación [559]. De hecho, los modelos Ahr-/- o la

inhibición de AHR han mostrado una menor diferenciación de Treg [431], [447],

[617], [618], [624]. AHR también es capaz de regular a NF-κB y a las protéınas

transductoras y activadoras de la transcripción (STAT), lo que enfatiza la profun-

didad de su rol inmunomodulador [656]-[658]. En conjunto, existen evidencias que

respaldan un papel destacado de AHR en el fenotipo tolerogénico y la progresión
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de las enfermedades inflamatorias y autoinmunes.

El análisis de los ligandos de AHR derivados del metabolismo del triptófano

(IAA, I3S y TA) en las DC, confirmó que activaban la función transcripcional de

la protéına. Anteriormente se hab́ıa reportado que el tratamiento en las DC con

otro metabolito derivado del Trp, ITE, induce la diferenciación de Treg frente a

Th17 [659] con efectividad en el modelo de la EAE [660], [661]. Además, se ha

demostrado que la activación de AHR en microgĺıa por I3S suprime la expresión

de genes proinflamatorios y neurotóxicos y aumenta la expresión de IL10 [583] ,

y la administración de TA atenúa la EAE [662], lo que respalda la capacidad

de AHR para limitar la inflamación del SNC. Seleccionamos el IAA, ya que

anteriormente no se hab́ıa evaluado sus efectos en la funcionalidad de las DC y,

por consiguiente, la diferenciación de las células T. Encontramos que la activación

de Ahr en DC con IAA disminuyó la diferenciación de los T efectores. Además,

cabe destacar el papel dual de AHR, pues no está claro cómo algunos de sus

ligandos, por ejemplo TCDD, puede ser beneficioso para suprimir las respuestas

autoinmunes en modelos animales de EM [618] y al mismo tiempo ser altamente

tóxico y canceŕıgeno. Sin embargo, parece que los ligandos procedentes de la

dieta y/o endógenos, son beneficiosos para mantener la homeostasis del sistema

inmunitario [602] y no se han reportado efectos perjudiciales para la salud del

individuo.

Estos resultados in vitro del tratamiento con IAA en las DC, fueron respalda-

dos por la activación terapéutica de Ahr a través del tratamiento con probióticos

productores de este metabolito (EcNIAA), lo que indujo un fenotipo tolerogénico

en el entorno periférico y el propio SNC. Los tratamientos con probióticos en en-

fermedades autoinmunes como la EM tienen varias ventajas: (1) desregulación en

los géneros bacterianos que constituyen el microbioma, pues estos pacientes con

EM muestran una mayor abundancia de géneros bacterianos como Akkermansia

y Methanobrevibacter, mientras que géneros como Parabacteroides y Butyrici-

monas tienen una abundancia menor [539], [663], [664]; (2) los microorganismos

endógenos o exógenos regulan el sistema inmune, y concretamente, se conocen

mecanismos por los cuales los parásitos modulaban directamente la función de

las DC [665]; (3) puede ser una estrategia eficaz para lograr una administra-
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ción oral evitando las barreras fisicoqúımicas del tracto gastrointestinal, como

los ácidos gástricos, la capa mucosa intestinal o la degradación enzimática que

puedan alterar o dañar la composición de los tratamientos [666]. Otra estrategia

para conseguir la estabilidad gastrointestinal y dirigida a la modulación de la

señalización de AHR fue el uso de nanoliposomas cargados con ITE, los cuales

suprimieron las respuestas patogénicas en la EAE [667]. Otro aspecto a tener

en cuenta considerando que el EM afecta más al sexo femenino, y que puede

ser clave para incorporar el uso de probióticos en el tratamiento de la EM, es

el hecho que la composición de la microbiota intestinal presenta propiedades de

dimorfismo sexual, encontrándose en hembras un entorno más inmunorreactivo

en el eje intestino-SNC [668].

Un enfoque prometedor para el tratamiento de trastornos autoinmunes seŕıa

poder controlar y aumentar la generación de células inmunes tolerogénicas que

controlen el entorno inflamatorio. En estos momentos se está viendo la eficacia

potencial de Laquinimod, un ligando de AHR, en el tratamiento cĺınico de la EM

aśı como la enfermedad de Huntington, al mediar los efectos antiinflamatorios en

células gliales [669], [670]. De este modo, con las evidencias encontradas en este

trabajo y otros, podemos concluir que comprender la señalización de AHR en las

DC y saber cómo afecta a la regulación de las respuestas inmunitarias adaptativas

en la EM, ayudaŕıa al desarrollo de una nueva y prometedora generación de

tratamientos basados en la inmunoterapia.
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2.6. Conclusiones I / Conclusions I

Conclusiones II:

1. Ahr se induce en las células dendŕıticas (DC) durante el desarrollo del EAE

y regula la señalización celular en estas células para limitar la inflamación

en el SNC.

2. En las DC existe una relación directa de Ahr con CD39 en el SNC en el

entorno patológico de la EAE. La consecuencia de esta interrelación es la

reducción del entorno proinflamatorio presente en la EAE.

3. Ahr actúa como interfaz inmumometabólica al relacionarse con la actividad

de la desaturasa FADS3 en las DC. La acción de esta enzima a través del

metabolismo del DHA limita las respuestas proinflamatorias en las DC y

potencia las inmunorreguladoras.

4. Los metabolitos éndogenos derivados del Trp y producidos por la microbio-

ta intestinal modulan la señalización de Ahr en las DC, siendo el IAA un

candidato potencial para controlar las respuestas de las DC en la diferen-

ciación y expansión de la población de células T tolerogénicas.

5. El tratamiento con probióticos productores de IAA posee efectos directos

en la funcionalidad de las DC, las cuales sesgan las poblaciones de células

T diferenciadas hacia un fenotipo de Treg.

6. Los probióticos productores de IAA aminoran la patogenia de la EAE. Aśı

estos probióticos dirigidos a activar la señalización de Ahr pueden ser una

estrategia terapéutica prometedora para tratar pacientes con EM.

7.
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Conclusions II:

1. Ahr is induced in DC during EAE development and regulates cell signaling

in these cells to limit inflammation in the CNS.

2. There is a direct relationship of Ahr with CD39 in DC in the pathological

context of the CNS during EAE. The consequence of this interrelation is

the reduction of the proinflammatory environment present in EAE.

3. Ahr acts as an immunometabolic interface by being related to FADS3 des-

aturase activity in DC. The action of this enzyme through the metabolism

of DHA limits proinflammatory responses in DC and enhances immunore-

gulatory responses.

4. Endogenous metabolites derived from Trp and produced by the intestinal

microbiota modulate Ahr signaling in DC- IAA is a potential candidate to

control DC function in the differentiation and expansion of the population

of tolerogenic T cells.

5. Treatment with IAA-producing probiotics has direct effects on DC functio-

nality, biasing differentiated T cell populations toward a Treg phenotype.

6. IAA-producing probiotics reduce the pathogenesis of EAE. Thus, these pro-

biotics targeting Ahr signaling may be a promising therapeutic strategy to

treat MS patients.
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Materiales y Métodos

1. Modelos animales

En el CAPÍTULO I todos los experimentos que implicaron el uso de anima-

les fueron desarrollados de acuerdo con (1) la legislación Europea (Directiva de

la EU 86/609/CEE modificada por la directiva 2003/65/CE), (2) la legislación

Nacional (Real decreto RD53/2013) y (3) siguiendo las normas del Instituto para

los Recursos en Animales de Experimentación (ILAR). Los protocolos experi-

mentales empleados fueron aprobados por el Comité de Bioética para la Expe-

rimentación Animal de la Universidad de Extremadura (protocolo 109/2014) y

por la Junta de Extremadura (expediente EXP-20160506-1). Estos ratones fueron

mantenidos en las instalaciones del animalario de la Universidad de Extremadura

respetando las condiciones de temperatura, humedad y acceso libre a comida y

agua. A continuación, describimos brevemente las cepas de ratones empleadas:

a. Wildtype o silvestres (Ahr+/+) y Ahr knock-out (Ahr-/-): Los

ratones silvestres (Ahr+/+) y mutantes para Ahr (Ahr-/-) utilizados en esta

tesis doctoral, son del fondo genético mixto C57BL6/N x 129/Sv. Los ratones

Ahr-/- fueron producidos por recombinación homóloga en células embrionarias

(ES). El gen de resistencia a neomicina fue insertado sustituyendo el primer exón

del locus de Ahr, interrumpiendo el marco de lectura e impidiendo por tanto la

expresión del receptor de forma constitutiva en todas las células del organismo
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[12].

b.R26R-YFP: Los ratones mutantes R26R-YFP fueron cedidos amablemen-

te por la Dra. Mercedes Ricote (CNIC). Estos ratones poseen un casette LSL

seguido del gen de la protéına amarilla fluorescente (YFP) insertado en el locus

Gt(ROSA)26Sor por recombinación homóloga. Previamente fueron cruzados con

ratones que expresan la Cre recombinasa. De esta forma se elimina la secuencia

de STOP y se expresa la protéına fluorescente (Figura 1). Estos ratones dobles

mutantes son útiles para rastrear y monitorizar células en diversos modelos expe-

rimentales [671]. En nuestras instalaciones fueron cruzados con ratones Ahr+/+

y Ahr-/- con el fin de obtener ratones silvestres y mutante para Ahr que expresen

de forma constitutiva la protéına YFP.

En el CAPÍTULO II todos los protocolos llevados a cabo empleando anima-

les fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales

(Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC) del Brigham and Wo-

men’s Hospital siguiendo la normativa aprobada por las autoridades competentes

en el estado de Massachusetts (EEUU). Los animales se mantuvieron en una insta-

lación libre de patógenos en el edificio Hale Building for Transformative Medicine

del Brigham and Women’s Hospital respetando las condiciones de temperatura,

humedad y acceso libre a comida y agua. Todas las cepas de ratón fueron obteni-

das del Laboratorio Jackson. A continuación, describimos brevemente las cepas

de ratones empleadas:

a.Wildtype o silvestres: Los ratones carentes de modificación genética fue-

ron suministrados por el Laboratorio Jackson a demanda de cada experimento

concreto.

b. Zbtb46CreAhRfl: Zbtb46 es un factor de transcripción restringido a célu-

las dendŕıticas clásicas que no se expresa en otras poblaciones de células inmunita-

rias, incluidas las células dendŕıticas plasmocitoides, los monocitos o los macrófa-

gos. Los ratones Zbtb46Cre se cruzaron con ratones AhRfl para obtener ratones

carentes espećıficamente de la expresión de Ahr en CD.

c. ItgaxCreCD39fl: El promotor de CD11c (Itgax) dirige la expresión de la

protéına bicistrónica Cre a las CD. Cuando se cruzó con un ratón CD39fl, el cual

contiene la secuencia de CD39 flanqueada por loxP, la descendencia resultante
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Figura M.1: Esquema de la modificación genética en la que se basa el

modelo murino R26R-YFP.

mediante la recombinación mediada por Cre de la secuencia flanqueada carece de

la expresión de CD39 en CD.

d. Fads3-/-: Se generaron los ratones carentes de Fads3 mediante el reempla-

zo de la secuencia de Fads3 por la construcción de un vector (contiene un aceptor

de corte y empalme (SA) seguido del marcador de selección positivo lacZ y el gen

de resistencia a la neomicina) mediante recombinación homóloga [425].

e. AhRd: El alelo d de Ahr de la cepa DBA/2 difiere del alelo b-1 presente

en la cepa C57BL en 10 nucleótidos, cinco de los cuales representan cambios

de aminoácidos. Este cambio provoca que Ahr tenga una afinidad de unión 10
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veces menor por sus ligandos, por lo que requieren una dosis 10 veces mayor de

ligando que el alelo Ahrb-1, presente en ratones C57BL/6N, para provocar efectos

similares. Se llevaron a cabo diversos cruces entre ambas cepas para obtener la

isoforma AhRd en el fondo C57BL/6N [672].

f. 2D2 TCR: Estos ratones expresan un receptor de células T (TCR) es-

pećıfico de la glicoprotéına de oligodendrocitos de mielina (MOG). Sus células T

son funcionalmente competentes. La mayoŕıa de los timocitos y esplenocitos en

ratones 2D2 TCR expresan niveles altos e intermedios del receptor TCR. Estos

ratones pueden ser útiles en estudios inmunológicos para investigar el papel y

la naturaleza de la reacción autorreactiva espećıfica a MOG, las poblaciones de

células T, aśı como para estudiar el desarrollo de la autoinmunidad en el SNC.

Concretamente, en este trabajo los empleamos para cocultivar las células T CD4+

junto con las CD.

g. P65 reportero (FVB.Cg-Tg (HIV-EGFP, luc) 8Tsb/J): Estos ra-

tones transgénicos NGL (NF-κB-GFP-luciferasa) actúan como un indicador de

actividad de NF-κB, expresando una protéına de fusión de protéına fluorescente

verde-luciferasa impulsada por NF-κB.

2. Genotipado

El genotipado de los ratones empleados en el CAPÍTULO I se llevó a cabo

siguiendo las siguientes estrategias:

a. Modelo Ahr knock-out (Ahr-/-): El genotipo de los ratones Ahr+/+ y

Ahr-/- se llevó a cabo mediante PCR empleando DNA genómico extráıdo de una

biopsia de la cola de animales adultos. Para extraer el DNA, el tejido se incubó con

500 µl tampón de extracción de DNA genómico (Tris-HCl 100 mM pH 8.5, EDTA

5 mM, SDS 0,2% (p/v), NaCl 200 mM, Proteinasa K 100 µg/ml) en agitación

durante 16 h a 55°C. Se centrifugó el lisado celular y se descartó el pellet con los

restos no disgregados. A continuación, el DNA se precipitó añadiendo el mismo

volumen de isopropanol. El DNA precipitado se lavó en 500 µl de etanol al 80%

(v/v), se centrifugó y se dejó secar. Por último, se resuspendió en 50-100 µl de

tampón TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM).
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Figura M.2: Fragmentos de PCR correspondientes a las diferentes estra-

tegias de genotipado. (A) Procedentes de ratones Ahr+/+ y Ahr-/-. El genotipo

silvestre corresponde a una banda de 500 pb mientras que el mutante corresponde a

una banda de 1500 pb. (B-C) Procedentes de ratones ratones R26-YFP. El genotipo

knock-in corresponde a una banda de 350 pb mientras que el silvestre corresponde

a una banda de 600 pb. En la imagen (B) aparece un individuo heterocigoto, un

knock-in y un silvestre, respectivamente. En la imagen (C) se presenta el genotipo

de 3 ratones R26-YFP mostrando el producto de la PCR para el cassette R26 y

para el gen YFP.

Este DNA se utilizó como molde en una reacción de PCR con unos oligonu-

cleótidos (WT2 + WT5) que hibridan en las secuencias flanqueantes a la región

en la que el gen de Ahr fue inactivado por inserción del gen de resistencia a

neomicina (Neo) (Tabla 1). De este modo, el análisis de los productos de PCR

generados permite detectar un fragmento de 1500 pb en el caso del alelo mutado

y de 500 pb cuando se trata del alelo silvestre (Figura 2A).

b. Modelo murino R26R-YFP: El genotipado de los ratones R26R-YFP

se llevó a cabo empleando DNA genómico de biopsias de la cola según se ha

indicado anteriormente. Además de identificar el genotipo de Ahr, se llevó a

cabo un segundo análisis por PCR para confirmar la presencia del cassette R26

conteniendo el gen YFP. Se realizaron dos reacciones de PCR diferentes, una

optimizada para detectar el knock-in del cassette de R26 y otra para el YFP

(Figura 2B-C). En la Tabla 1, se detallan los cebadores utilizados, aśı como

las condiciones de PCR y el tamaño de los fragmentos esperados.

La primera parte del genotipado de las diferentes cepas de ratones empleadas
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HEPATECTOMÍA PARCIAL

Tabla M.1: Secuencia de oligonucleótidos cebadores y condiciones del

genotipado de los ratones empleados en el CAPÍTULO I. La combinación

de oligonucleótidos en las reacciones de PCR son: WT2+5; IMR183+316+315; y

YFP1+2.

Oligo Secuencia (5’-3’)

WT2 GGCTAGCGTGCGGGTTTCTC

WT5 CTAGAACGGCACTAGGTAGGTCAG

IMR883 AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT

IMR316 GGAGCGGGAGAAATGGATA

IMR315 GCGAAGAGTTTGTCCTCAAC

YFP1 ATCATGGCCGACAAGCAGAAGAAC

YFP2 GTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGT

en el CAPÍTULO II, que consiste en la obtención de biopsias de tejido de la

oreja, la llevaron a cabo técnicos del laboratorio del Dr. Francisco J. Quintana y

del servicio de animalario del Brigham and Women’s Hospital. La segunda parte

del protocolo lo llevó a cabo la empresa Transnetyx, la cual brinda servicios de

PCR de genotipado automatizado.

3. Modelo de regeneración hepática: hepatectomı́a

parcial

La hepatectomı́a parcial se llevó a cabo utilizando el procedimiento estándar

de acuerdo con el protocolo publicado por Mitchell y Willenbring [673]. La hepa-

tectomı́a parcial se realizó entre las 8 y las 12 horas de la mañana. Los ratones

se anestesiaron mediante inhalación con isofluorano. Se realizó una pequeña inci-

sión en el abdomen para abrir la cavidad peritoneal. Se hicieron dos cortes para

liberar el h́ıgado del ligamento falciforme y la membrana que une el caudado y

el lóbulo lateral izquierdo. A continuación, se colocó hilo de seda 4-0 (Ethicon,

SA10) en la base del lóbulo izquierdo, se ató un nudo doble y se eliminó este

lóbulo. Luego se procedió del mismo modo con el lóbulo mediano colocando el
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Figura M.3: Esquema de la ciruǵıa llevada a cabo en el modelo de he-

patectomı́a parcial 2/3.

hilo justo encima de la veśıcula biliar, y se procedió a eliminar este tejido para

completar la resección de 2/3 del tejido hepático del ratón ((Figura 3). Final-

mente, se cerró el peritoneo y la piel con sutura 5-0 (Ethicon, JV389). Se realizó

la misma ciruǵıa sin ligadura y resección de ningún lóbulo en ratones en el grupo

de operación simulada o sham (control).

Se determinó el peso corporal del ratón y del h́ıgado en una balanza de labo-

ratorio para establecer el ratio h́ıgado/peso a los diferentes tiempos estudiados

después de la ciruǵıa. Para medir el peso del h́ıgado, solo se pesaron los lóbu-

los intactos evitando todo resto de tejido remanente de los lóbulos que fueron

eliminados. Además, se tomaron fotos del lóbulo lateral derecho sobre un papel

milimetrado para comparar de visu la regeneración entre los diferentes tiempos

y genotipos. Posteriormente, para cuantificar el proceso regenerativo en estas

imágenes, se determinaron el número de ṕıxeles de la diagonal mayor de estos

lóbulos mediante el programa de edición fotográfica GIMP. En el momento de la

necropsia, se recogió sangre mediante punción card́ıaca antes de la extracción del

tejido hepático. A continuación, los h́ıgados remanentes se dividieron homogénea-

mente para utilizar siempre la misma porción para fijar en formaldeh́ıdo al 4%

y congelar a -80 °C inmediatamente después de la necropsia.
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4. Trasplante de hepatocitos primarios a través

del bazo

En 1997 Sutherland y colaboradores [674], demostraron que el trasplante de

hepatocitos aumenta significativamente la supervivencia de ratas con insuficiencia

hepática aguda grave. En este modelo el trasplante de hepatocitos se llevó a cabo

a través del bazo. El bazo se considera el mejor lugar para el implante de los

hepatocitos, y es la localización utilizada más frecuentemente para el trasplante.

Entre el 50-85% de los hepatocitos inyectados en el bazo migran al h́ıgado a través

de la vena esplénica y alĺı quedan retenidos en los lobulillos hepáticos [325].

Los hepatocitos a trasplantar fueron aislados mediante la técnica de digestión

enzimática con colagenasa perfundida, como se explica en el siguiente apartado,

de ratones R26R-YFP-Ahr-/-. Una fracción de las células hepáticas obtenidas se

fijó y se conservó como control para el análisis posterior.

Después de la inducción de la anestesia y tras la hepatectomı́a parcial 2/3

completada, se coloca el ratón sobre el costado derecho y, se realiza una pequeña

incisión en la piel y el peritoneo para exponer la región donde se localiza el

bazo. El trasplante se llevó a cabo a través de la zona apical del bazo con una

aguja de 25G. Se trasplantaron 200.000 células resuspendidas en medio DMEM

mantenidas en hielo hasta el momento de la intervención. Después de la infusión

de las células se retira la aguja y se sutura el peritoneo y la piel en dos planos.

Tras la intervención se mantiene al animal sobre una manta térmica hasta que

recupera la consciencia tras la anestesia. A las 48 horas se llevó a cabo la necropsia

de los individuos sometidos a la hepatectomı́a seguida del trasplante de células

hepáticas. Se tomaron fotos del lóbulo lateral derecho y se analizó el proceso

regenerativo como se expuso anteriormente. Todo el tejido extráıdo se disgregó y

mediante citometŕıa de flujo se determinó el porcentaje de células que expresaban

fluorescencia. Además, se comparó este porcentaje de fluorescencia con las células

obtenidas en el momento de la digestión enzimática. También disgregamos el bazo

para confirmar que las células hab́ıan migrado desde este órgano.
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Tabla M.2: Medios empleados para la obtención de células hepáticas

mediante digestión enzimática con colagenasa.La colagenasa se añade al

medio de perfusión II justo antes de empezar el protocolo para evitar que se inactive

la enzima.

Etapas

(Volumen

de perfu-

sión)

Solución empleada (Suplementos)

Perfusión I

(aprox. 10

ml)

Medio HBSS sin calcio ni magnesio ni rojo

fenol (500 ml): +5 ml 1M Hepes pH 7.4 +38

mg EGTA

Perfusión II

(aprox. 50

ml)

Medio Williams’E (500 ml): +5ml 1M HE-

PES pH 7.4 +Colagenasa Tipo I 0,05%

(Wortington M3A14008B).

4.1. Obtención células hepáticas primarias

El aislamiento de hepatocitos primarios de ratón se llevó a cabo utilizando la

técnica de perfusión hepática en dos pasos con colagenasa (Tabla 2).

Los ratones utilizados para la obtención de hepatocitos primarios se encon-

traban en edad adulta. El protocolo consta de los siguientes pasos:

1. El ratón es anestesiado con una inyección i.p. de ketamina/xilacina (4:1)

diluida en PBS empleando una aguja de 25G. La dosis de la solución diluida

es de 25 ml/kg de peso del animal.

2. Se coloca el animal sobre la mesa de operaciones boca arriba fijando las

extremidades y se aplica alcohol en el área quirúrgica.

3. Se practica una incisión a la altura de la zona inferior del abdomen y se

abre la cavidad abdominal hasta el tórax.

4. Se desplazan los intestinos hacia la derecha hasta localizar la vena porta.
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5. Se realiza un nudo alrededor de la vena cava inferior a la altura de los

riñones con hilo de sutura (2/0) que se deja sin apretar.

6. Posteriormente, se abre el diafragma y las costillas para visualizar la vena

cava inferior a la altura del corazón.

7. Se canula la vena cava infrahepática evitando alcanzar el h́ıgado mediante

un catéter BD Insyte® (24 GA 0,7x19 mm). Si se ha canulado correcta-

mente la vena se aprecia que la vena porta aumenta de calibre. Entonces

se cierra el nudo realizado previamente en la vena cava para fijar el catéter

(si existen signos de que la canulación no se ha realizado correctamente se

puede variar el procedimiento como se menciona al final del protocolo). En

este punto, se debe actuar con rapidez para evitar que la sangre se quede

estancada en el h́ıgado.

8. Se realiza un corte en la vena porta para dejar salir la sangre y aliviar

la presión generada. Para mejorar la eliminación de sangre del h́ıgado se

corta la circulación de la vena cava suprahepática con la ayuda de una pinza

clamp (Figura M. 5.). Se perfunde el h́ıgado durante 2-4 minutos con Medio

de perfusión I. El tiempo de perfusión se ajusta hasta observar el h́ıgado

limpio de sangre circulante.

9. A continuación, se perfunde con el Medio de perfusión II (volumen final

ajustado al genotipo del ratón) que contiene la colagenasa que llevará a

cabo la rotura de las uniones entre los hepatocitos y la disgregación de los

mismos. La perfusión se realiza a 37°C, pH 7.4 y a un flujo de 2,5 ml/min

(Perfusión I) y 4-5 ml/min (Perfusión II) (Tabla M. 2.).

10. Terminada la perfusión, se escinde el h́ıgado de la cavidad abdominal y se

coloca en una placa de Petri con medio de cultivo fŕıo en hielo.

11. A partir de este punto todo el proceso se realiza en condiciones de esterili-

dad, bajo campana de flujo laminar y en hielo. Se disgrega cuidadosamente

el h́ıgado con la ayuda de dos pinzas estériles.
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12. Se filtra a través de una malla de nylon de 70 µm y el filtrado se recoge

en un tubo de 50 ml. Se lava varias veces la placa para recoger la mayor

cantidad posible de células.

13. Se centrifuga a 200 G durante 5 min a 4°C.

14. Se resuspende el precipitado celular cuidadosamente con 25 ml de medio

de cultivo fŕıo y se repite la centrifugación varias veces hasta ver el medio

claro y libre de células.

15. Se lleva a cabo el contaje celular y se determina la viabilidad descartando

las células muertas teñidas con el colorante vital Trypan Blue (proporción

1:1). Para ello se emplea el contador de células Cell counter (Bio-Rad).

16. Se siembran los hepatocitos en placas de cultivo según la necesidad del

experimento.

17. A las 3-4 horas se retira el medio con células muertas y restos de la digestión

enzimática que hubieran quedado. Los hepatocitos primarios aislados se

dejan en medio completo overnight antes de empezar el experimento. Las

células se mantienen en un incubador en una atmósfera al 5% de CO2 y

una temperatura de 37°C.

Los ratones Ahr-/- presentan elevada fibrosis y defectos en la vascularización

hepática, lo cual puede perjudicar la obtención de hepatocitos primarios mediante

este protocolo. En estos ratones se puede variar este protocolo para obtener mayor

eficiencia: realizar la perfusión siguiendo un flujo anterógrado, es decir, canular

la vena cava suprahepática y cerrar la circulación de la vena cava infrahepática

una vez iniciada la perfusión. También se puede recurrir a esta estrategia si se

rompe la vena cava infrahepática al intentar canularla.
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Figura M.4: Esquema de la perfusión hepática llevada a cabo para obte-

ner los cultivos primarios de hepatocitos de ratón. Si la vena está canulada

correctamente, al cortar la vena porta, el h́ıgado adquirirá un color pálido. Se debe

finalizar la perfusión cuando se aprecie que el tejido está perdiendo la integridad

debido a la actividad enzimática de la colagenasa.

5. Aislamiento de células hepáticas con fenotipo

indiferenciado (stem-like): Side Population

ABCG2 es un miembro de los transportadores de cassette de unión a ATP

(ABC), que pueden bombear una amplia variedad de compuestos endógenos y

exógenos fuera de las células (Figura 5). Ampliamente se ha visto que se en-

cuentra expresado en células madre, por lo que se reconoce como un marcador

universal de esta población [675]. Aśı la Side Population (SP) se trata de una

subpoblación de células con caracteŕısticas de célula madre indiferenciada (stem-

like).

Esta población celular se aisló a partir de la totalidad de células procedentes

del h́ıgado de ratones Ahr+/+ y Ahr-/-. Los ratones fueron sacrificados y los

h́ıgados extráıdos y transferidos a tubos conteniendo medio completo DMEM

suplementado con FBS al 10% y penicilina/estreptomicina 1%. Estos tejidos

fueron entonces disgregados mecánicamente en un equipo gentleMACS™ Octo

Dissociator (Miltenyi). La suspensión resultante se filtró a través de filtros de 30

µm y se centrifugó durante 5 min a 500 G. Una vez retirado el sobrenadante,
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Figura M.5: Aislamiento de células madre Side Population. Se muestran

los perfiles de FACS obtenidos en el h́ıgado de un ratón silvestre y un esquema de

la bomba de extrusión ABCG2.

el precipitado obtenido se resuspendió en PBS conteniendo 5 µg/ml de Hoechst

33342 (Sigma-Aldrich) y se tiñeron durante 90 min a 37° C. Posteriormente,

las células se centrifugaron, se resuspendieron en tampón HEPES-HBSS y se

incubaron con fumitremorgin C a una concentración 50 µM (Sigma-Aldrich) con

el fin de inhibir la bomba de extrusión ABCG2, lo que serviŕıa como control

de que el protocolo estaba funcionando (Figura 5). Para la discriminación de

las células muertas, se empleó una tinción con ioduro de propidio 10 nM. Para

cuantificar las subpoblaciones con caracteŕısticas SP se usaron los marcadores

CD133+, CD44+ y CD29+. Para estos análisis se empleó el citómetro de flujo

MoFlo Astrios EQ (Beckman Coulter) en el Servicio de Técnicas Aplicadas a las

Biociencias (STAB) de la Universidad de Extremadura.

6. Obtención de plasma sangúıneo

Antes de sacrificar los animales se pasó a través de las agujas, jeringas y

tubos una solución anticoagulante conteniendo EDTA. Una vez sacrificados, las

muestras de sangre se obtuvieron por punción card́ıaca ventricular empleando

una aguja de 25G. Las células se separaron del plasma mediante centrifugación a

1500 G durante 15 min a 4°C. El plasma se llevó a un tubo fresco y se almacenó
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inmediatamente a -80° C hasta su análisis.

7. Medida de la glucosa en sangre

Se midieron los niveles de glucosa realizando un pequeño corte en la punta

de la cola suficiente para obtener una gota de sangre. Para obtener la medida se

utilizó un glucómetro comercial (GlucoLeader-yasee GLM-76, HMD BioMedical).

8. Medida de la actividad Hexoquinasa

Para estudiar el metabolismo de la glucosa, se utilizó el Picoprobe Hexokinase

activity assay kit (Biovision) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el

análisis de consumo de glucosa en h́ıgado, se homogenizaron 30 mg de tejido en

300 µl de buffer HK fŕıo utilizando un homogeneizador manual. Tras centrifugar

a 10.000 G y 4° C durante 5 min, se recogió el sobrenadante que fue utilizado

para llevar a cabo el protocolo establecido en las instrucciones.

9. Modelo de la Encefalomielitis Autoinmune Ex-

perimental (EAE)

La EAE fue inducida por inmunización con 150 µg del péptido MOG35–55

(Genemed Synthesis Inc., ref. 110582) mezclado con adyuvante de Freund com-

pleto recién preparado (usando 20 ml de adyuvante de Freund incompleto (BD

Biosciences, ref. BD263910) mezclado con 100 mg de M. Tuberculosis H-37Ra

(BD Biosciences, ref. 231141) en una proporción de 1:1 (v/v a una concentra-

ción de 5 mg/mL). En el d́ıa de la inducción (d́ıa 0) todos los ratones recibieron

2 inyecciones subcutáneas de 100 µL cada una de la mezcla MOG/CFA y una

inyección intraperitoneal única de toxina pertúsica (List Biological Laboratories,

ref. 180) a una concentración de 2 ng/µL en 200 µL de PBS. Los ratones reci-

bieron una segunda inyección de toxina pertúsica a la misma concentración dos

d́ıas después de la inducción inicial de EAE. Los ratones fueron monitoreados
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diariamente desde el d́ıa 8 después de la inducción de EAE. Se les asignaba un

valor según las manifestaciones cĺınicas de la EAE que presentaran. Los ratones

se asignaron aleatoriamente a los grupos de tratamiento y se puntuaron ciegos al

genotipo. Los valores cĺınicos de EAE se definieron de la siguiente manera (Figura

II.7.):

0: sin signos.

1: cola completamente flácida.

1,5: escasa capacidad de incorporarse tras volterarlos (fliping).

2: debilidad de las extremidades posteriores.

3: parálisis de las extremidades posteriores.

4: parálisis de las extremidades anteriores.

5: moribundo.

10. Aislamiento celular del SNC

Los ratones se perfundieron a través del corazón usando PBS1X enfriado con

hielo. El cerebro y la médula espinal se extrajeron y picaron con ayuda de una

hoja de bistuŕı. Al homogeneado tisular se añadió una solución de HBSS que

conteńıa 0,66 mg/mL de papáına (Sigma-Aldrich, ref. P4762) durante 20 min y

luego se incubó otros 20 min con el mismo volumen de DMEM suplementado con

colagenasa D (Roche, ref. 11088858001) y DNasa I (Thermo Fisher Scientific,

ref. 90083) a unas concentraciones de 0,66 mg/ml y 8 U/ml, respectivamente.

Las muestras se agitaron a 80 rpm a 37 °C. Tras las incubaciones anteriores,

el tejido se disoció mecánicamente usando una pipeta serológica de 15 ml y se

filtró a través de un filtro de células de 70 µm (Fisher Scientific) en un Falcon

de 50 ml. La suspensión celular se centrifugó a 500 G durante 5 min. El pellet

se resuspendió en 10 ml de solución de Percoll al 30% (9 ml de Percoll (GE

Healthcare Biosciences, ref. 17-5445-01), 3 ml de PBS 10X y 18 ml de ddH2O)
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y se añadió 5 ml de PBS1X evitando que se mezclen las fases. La suspensión de

Percoll se centrifugó a 500 G durante 25 min sin freno a 4° C. Se descartó el

sobrenadante y el sedimento celular se lavó con PBS1X, se centrifugó a 500 G

durante 5 min y se preparó para aplicaciones posteriores.

11. Aislamiento y cultivo de células esplénicas

Los bazos se extrajeron de los ratones y se mantuvieron en PBS1X fŕıo pa-

ra lavar el órgano de restos de sangre o grasa. A continuación, en el entorno

estéril de la campana de flujo laminar se disgregaron con ayuda del émbolo de

una jeringa a través de un filtro de 70 µm y paulatinamente se fue añadiendo

MACS buffer (PBS1X-BSA 0.5% (p:vol)- EDTA 2 mM pH 8.0) hasta alcanzar

50 ml. La suspensión celular se centrifugó a 1600 rpm durante 5 min a 4° C.

Se descartó el sobrenadante y, el precipitado se resuspendió y se incubó duran-

te 5 min a temperatura ambiente en 1 ml de ACK Lysis Buffer (Gibco) para

lisar los glóbulos rojos. Se volvió a añadir MACS buffer hasta completar 50 ml

y se centrifugó como se ha indicado anteriormente. Las CD CD11c+, las células

T v́ırgenes CD4+ o activadas CD45+ se obtuvieron de esta suspensión celular

mediante perlas magnéticas (Miltenyi: 130-125-835, 130-104-453 y 130-052-301

respectivamente). Las CD se maduraron y activaron con LPS durante 24 h. En

primer lugar, cuando se llevaron a cabo cocultivos, las CD se activaron durante

6 h y posteriormente, se lavaron e incubaron con las células T durante 48 h.

12. Tratamientos celulares

Los reactivos qúımicos empleados en los tratamientos se prepararon siguiendo

las instrucciones del fabricante y se mantuvieron a -20°C en oscuridad extremando

esta precaución para los que son fotosensibles. En las condiciones control, los

cultivos se incubaron con los mismos volúmenes de solvente. El solvente empleado

para disolver estos compuestos fue DMSO (Dimetilsulfóxido).

CH223191 (Sigma Aldrich): antagonista de AHR y utilizado a una concen-
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tración 10 µM durante los tiempos indicados.

FICZ (6-Formylindolo(3,2-b)carbazole) (Tocris Bioscience): agonista de AHR

y utilizado a una concentración 0.5 µM durante los tiempos indicados.

IAA (3-Indoleacetic acid) (Sigma Aldrich): agonista endógeno de AHR con-

siderado producto de la microbiota y utilizado a una concentración 100

µg/µl durante los tiempos indicados.

I3S (indoxyl 3-sulfate) (Sigma Aldrich): agonista endógeno de AHR consi-

derado producto de la microbiota y utilizado a una concentración 100 µg/µl

durante los tiempos indicados.

TA (triptamine) (Sigma Aldrich): agonista endógeno de AHR considerado

producto de la microbiota y utilizado a una concentración 100 µg/µl durante

los tiempos indicados.

LPS (lipopolysaccharide) (E.coli 0111:B4, InvivoGen, ref. tlrl-3pelps): ma-

duración y activación de CD y utilizado a una concentración de 100 µg/µl

durante los tiempos indicados.

MOG35-55 (myelin oligodendrocyte glycoprotein) (Genemed Synthesis, ref.

110582): activación CD y utilizado a una concentración de 100 µg/µl du-

rante los tiempos indicados

DHA (docosahexaenoic acid) (Sigma Aldrich): ácido graso omega-3 poliin-

saturado y utilizado a las concentraciones de 5, 10 ó 50 µM durante los

tiempos indicados.

13. Ensayos in vitro de sobreexpresión

13.1. Vectores de expresión

Los plásmidos empleados fueron los siguientes:

pEntpd1-Luc: construcción plasmı́dica que contiene el promotor del gen

Enptpd1 seguido del gen de la luciferasa de Gaussia (GeneCopoeia).
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pAHR: plásmido que contiene la región promotora de AHR (Addgene).

pGud-Luc: construcción plasmı́dica disponible en el laboratorio del Dr.

Francisco J. Quintana. Este plásmido porta el gen de la luciferasa de lu-

ciérnaga (firefly luciferase) bajo el control de un promotor sensible a la

activación de AHR, ya que contiene el promotor de su diana transcripcio-

nal Cyp1a1 y cuatro sitios espećıficos de unión al DNA o DRE (Dioxin

Response Element) [676].

pTK-Renilla: plásmido que contiene el promotor de la luciferasa de Renilla

bajo el control del promotor de la timidina quinasa constitutivamente activo

(Promega, Madison, WI).

13.2. Transformación de células competentes y midiprepa-

ración

Con el objetivo de conservar y no agotar la disponibilidad de los plásmidos

y poder reproducir los experimentos, se transformaron en células competentes

E. coli DH5α (New England Biolabs) siguiendo el protocolo indicado por el fa-

bricante. Después se sembraron en placas LB (Lysogeny Broth)-Agar con 100

µg/ml de ampicilina (Thermo Fisher) y mantuvieron a 37° C durante toda la

noche. Al d́ıa siguiente se picó una colonia aislada y se creció en 50 mL de LB

con 100 µg/ml ampicilina hasta el d́ıa siguiente. Por último, se purificó el DNA

plasmı́dico mediante el kit Genopure Plasmid Midi (Roche Life Science).

13.3. Transfección transiente

El d́ıa previo a la transfección las células HEK293 se cultivaron en medio de

Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con FBS (fetal bovim

serum) al 10% en placas de 96 pocillos a una densidad de 15000 células/pocillo.

Al d́ıa siguiente las células se transfectaron con el reactivo Lipofectamine 2000

(11668019, Thermo Fisher Scientific) en medio sin suero OPTI-MEM® I Re-

duced Serum Medium, (Life Technologies). En las instrucciones del fabricante

se indicaba no superar la transfección de 100 ng de DNA plasmı́dico en placas
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de 96 pocillos para evitar afectar a la viabilidad celular. Como los experimentos

requeŕıan la transfección conjunta de dos construcciones nunca se transfectaron

más de 50 ng de ninguna de ellas para evitar sobrepasar este ĺımite. La trans-

fección de los vectores se mantuvo durante la noche o como máximo 24 h antes

de la realización de los experimentos. En ese momento se cambió el medio y se

añadió medio fresco DMEN completo con el tratamiento correspondiente a cada

experimento.

14. Actividad de la luciferasa

La actividad de las luciferasas se midió siguiendo las instrucciones de los

fabricantes en GloMax Explorer Multimode Microplate Reader (Promega). En la

transfección conjunta de los plásmidos pGud-Luc y pTK-Renilla, la actividad

de la luciferasa Renilla se analizó utilizando el sistema Dual Luciferase Reporter

System (Promega) y se normalizó a la actividad de la luciferasa de Renilla. En

el otro caso de transfección conjunta de los plásmidos pEntpd1-Luc y pAHR, la

actividad de luciferasa Gaussia se evaluó con Gaussia Luciferase Flash Assay Kit

(16159, Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.

15. Análisis de niveles proteicos mediante Western-

blot

15.1. Preparación de extractos proteicos

15.1.1. Extracción de protéına total

Se extrajo un fragmento de 50 mg de tejido del lóbulo izquierdo del h́ıgado de

ratón. Se realizó un primer lavado con PBS a 4°C para eliminar los eritrocitos y

el tejido se resuspendió en tampón de extracción de protéınas TNE (Tris-HCl 50

mM pH 8.0, Nonidet P-40 al 1% (v/v), EDTA 20 mM) suplementado con PMSF

1 mM y 4 µg/µl del inhibidor de proteasas Complete (Roche). Posteriormente,

se procedió a homogenizar el tejido con un homogeneizador tissue master (OM-
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NI). El homogeneizado resultante se incubó durante 1-2 h a 4°C con agitación

continua en un rotador para facilitar la lisis de la suspensión celular. A conti-

nuación, se centrifugó durante 15 min a 15000 G recogiéndose el sobrenadante y

conservándose a -80°C hasta su uso.

15.1.2. Extracción de la fracción proteica nuclear y citoplasmática

Inicialmente se procesó el tejido como se expuso en el apartado anterior. Se

disgregó el tejido en 150 µl de tampón A (PBS conteniendo DTT 0,5 mM, PMSF

0,2 mM, Nonidet P-40 0,05% y 4 µg/µl de inhibidores de proteasas Complete

(Roche)) durante 10 min a 4°C y se centrifugaron en las mismas condiciones

anteriores. El sobrenadante obtenido fue centrifugado de nuevo y la fracción no

precipitada fue conservada como la fracción proteica citoplasmática. El precipi-

tado de esta última centrifugación fue resuspendido en tampón A y centrifugado

dos ciclos más para eliminar en todo lo posible la contaminación de restos pro-

teicos citoplasmáticos. Tras ello, el último precipitado se resuspendió en tampón

B (PBS conteniendo NaCl 150 mM, DTT 0,5mM, PMSF 0,2 mM EDTA, glicerol

al 25% y 4 µg/µl de inhibidores de proteasas Complete (Roche)) durante 30 min

a 4°C. Las muestras se sometieron a ciclos de 30 s de sonicación interrumpidos

por 2 min de incubación en hielo hasta la disolución total de la protéına precipi-

tada. Por último, se realizó una centrifugación a 14000 g durante 30 min a 4°C
y se recogió el sobrenadante, considerándolo como la fracción proteica nuclear.

La pureza del contenido proteico de cada fracción se analizó por immunoblot-

ting utilizando la Histona H3 (Cell Signaling) como control de fracción nuclear y

Gapdh (Cell Signaling) como control de la fracción citoplásmica.

15.2. Medida de la concentración de protéınas

La concentración de protéınas de los extractos celulares se determinó por el

método colorimétrico de Bradford utilizando el reactivo Coomassie plus protein

assay reagent (Pierce) y albúmina de suero bovino (BSA) como estándar. Para

ello, se tomaron cantidades crecientes de BSA (entre 0,5 y 3,0 µg) que se diluyeron

en agua hasta un volumen final de 200 µl. Las muestras se prepararon en una
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placa de 96 pocillos, añadiendo 1 µl de extracto proteico en 119 µl de agua.

Tanto en las muestras como en la recta patrón, se añadieron 80 µl de reactivo

de Coomassie, se homogenizó y se midió la absorbancia a 595 nm en el lector

multiplaca plate reader AF2200. La concentración de protéına de cada uno de los

extractos se determinó por regresión lineal a partir de la recta patrón construida

con las concentraciones conocidas de BSA.

15.3. Electroforesis de protéınas en condiciones desnatura-

lizantes (SDS-PAGE) y transferencia a membranas

de nitrocelulosa

Para la realización de electroforesis de protéınas en geles desnaturalizantes de

poliacrilamida (SDS-PAGE) se utilizó el sistema de tampón discontinuo descrito

por Laemmli (Laemmli, 1970). Se tomó un total de 25 µg de extracto proteico

y se añadió el volumen adecuado de tampón de carga para protéınas que con-

teńıa Tris-HCl 62,2 mM pH 6.8, SDS al 10% (p/v), glicerol al 50% (v/v), azul

de bromofenol al 0,025% (p/v) y β-mercaptoetanol al 20% (v/v). Las protéınas

se desnaturalizaron a 95°C durante 5 min. Se separaron en función de su peso

molecular por electroforesis en geles de poliacrilamida (Bio-Rad) en condicio-

nes desnaturalizantes empleando un tampón que conteńıa Tris 25 mM, glicina

190 mM y SDS al 0,1% (p/v). Las concentraciones de poliacrilamida emplea-

das oscilaron entre el 7% y 12%, en función del peso molecular de las protéınas

analizadas.

Una vez finalizada la electroforesis, las protéınas presentes en el gel se trans-

firieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) por aplicación de un campo

eléctrico en una cubeta con tampón de transferencia que conteńıa Tris 25 mM,

glicina 190 mM y metanol al 20% (v/v). La transferencia se realizó a 4°C apli-

cando una intensidad de campo eléctrico de 1000 mA en total en el peŕıodo de 3-4

h. Las membranas se tiñeron con el colorante reversible Ponceau (Sigma-Aldrich)

con el fin de comprobar la eficacia de la transferencia y la homogeneidad de carga

para las diferentes muestras. Posteriormente, las membranas se bloquearon du-

rante 2 h a temperatura ambiente en tampón TBS-T que conteńıa Tris-HCl 50
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Tabla M.3: Anticuerpos empleados en el protocolo de Western Blot .

Protéına (Casa commercial) Concentración

Ahr (Enzo) 1:1000

Ciclina D1 (Santa Cruz Biotechnology) 1:200

p21 (Santa Cruz Biotechnology) 1:200

p53 (Cell Signaling) 1:1000

PCNA (Santa Cruz Biotechnology) 1:200

pRB (Cell Signaling) 1:1000

RB (Cell Signaling) 1:1000

P65 (Cell Signaling) 1:1000

Oct4 (Santa Cruz Biotechnology) 1:200

Sox2 (Santa Cruz Biotechnology) 1:200

Nanog (Novus) 1:1000

pYap (Novus) 1:1000

Yap (Novus) 1:1000

Taz (Novus) 1:1000

β-Catenina (BD Biosciences) 1:1000

Gapdh (Cell Signaling) 1:1000

Histona H3 (Cell Signaling) 1:1000

pAKT (Cell Signaling) 1:1000 1:200

AKT (Cell Signaling) 1:1000

mM pH 7,5, NaCl 75 mM y Tween-20 al 0,2% (v/v) y al que se añadió leche

desnatada al 5% (p/v). Las membranas se incubaron durante toda la noche con

el anticuerpo primario correspondiente empleando la dilución y las condiciones

indicadas en la Tabla 3.

Tras 5 lavados de 10 min en TBS-T, las membranas se incubaron durante 1 h

a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado

con la enzima peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase, HRP). A continua-

ción, las membranas se sometieron a 5 lavados de 10 min cada uno en TBS-T

y a un lavado final de 5 min en TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 75 mM)
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eliminando el detergente para evitar interferencias en el revelado. Finalmente, se

añadió el sustrato quimioluminiscente SuperSignal Chemiluminescent Substrate

(Pierce) durante 5 min a temperatura ambiente. Las membranas se revelaron uti-

lizando un equipo Molecular Imager ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). Como control

interno para normalizar los niveles de protéına, se utilizó la tinción de la mem-

brana con el colorante Ponceau. La cuantificación de los niveles de expresión por

densitometŕıa se realizó con el programa de análisis y procesamiento de imágenes

ImageJ.

16. Tinción de secciones con hematoxilina y eo-

sina

Una vez desparafinadas e hidratadas, las secciones de 3-5 µm, se incubaron en

una solución de hematoxilina de Harris durante 10 min. Tras esto se lavaron con

agua hasta conseguir que el color de la hematoxilina virara hasta azul violáceo

(al menos 20 min en agua templada). Después, se incubaron con una solución

de eosina durante 30 s y se lavaron para eliminar el exceso de este reactivo.

Tras un paso de deshidratación, las secciones se montaron empleando el medio

DPX (Sigma-Aldrich) y se observaron y fotografiaron en un microscopio Olympus

BX51.

17. Inmunofluorescencia de tejidos

Las secciones de tejidos hepáticos, previamente fijadas e incluidas en parafina,

se desparafinaron en xilol, deshidrataron en etanol y rehidrataron gradualmente

con PBS. Una vez hidratadas, se realizó un desenmascaramiento con un tampón

citrato pH 6,0. Tras lavar con PBS-Tritón (0,05% v/v), se llevó a cabo el bloqueo

de los eṕıtopos inespećıficos con la solución de bloqueo PBS-Tritón (0,05% v/v),

gelatina 0,2% (p/v) y BSA (2% p/v). A continuación, las secciones se incubaron

durante toda la noche con el anticuerpo primario PCNA (Santa Cruz) diluido

en solución de bloqueo (1:200). Concluida la incubación, las secciones se lavaron

173
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tres veces con PBS-T-G durante 10 min y se incubaron durante 2 h a tempe-

ratura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con los fluorocromos

Alexa-633. Tras lavar nuevamente con PBS-T-G, las secciones se incubaron con

Hoestch 33342 diluido 1:1000 en PBS durante 5 min, se lavaron con PBS para eli-

minar el exceso de sonda y se montaron con cubreobjetos utilizando una solución

de glicerol-PBS1X (1:2). La visualización de las secciones se realizó en un mi-

croscopio confocal Olympus FV1000 en la unidad de microscoṕıa del Servicio de

Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la Universidad de Extremadura.

Las imágenes fueron analizadas empleando el software FV10 (Olympus).

18. Análisis de citoquinas mediante ELISA

La concentración de IL6 y TNFα se determinó a partir del suero de ratones

hepatectomizados. El plasma sangúıneo se obtuvo como se ha indicado en el

apartado anterior y se diluyó en la proporción indicada por el fabricante del kit

ELISA. Se determinaron la cantidad de IL6 (RayBiotech) y de TNFα (Cloud-

Clone) siguiendo el protocolo como se indicaba. Se utilizaron 3 ratones de cada

genotipo por cada una de las condiciones estudiadas. La concentración de IL10,

IL17A, GM-CSF e IFNγ se determinó a partir de sobrenadantes de cocultivos

de DC y células T CD4+ para cuantificar la liberación de citoquinas mediante

ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las placas Costar

de 96 pocillos (Corning, ref. 3690) se recubrieron con anticuerpos de captura

diluidos en PBS1X: captura de GM-CSF anti-ratón (Invitrogen, ref. 88-7334-

88, 1:250), IL-anti-ratón 10 (Invitrogen, ref. 88-7105-88, 1:250), IFN-γ anti-ratón

purificado (BD Biosciences, ref. 551309, 1:500) y IL-17A anti-ratón purificado

(BD Biosciences, ref. 555068, 1:500) durante la noche a 4° C.

Al d́ıa siguiente, las placas se lavaron 2 veces con PBS-Tween al 0,05% (Bos-

ton BioProducts, ref. IBB-171X) y se bloquearon con PBS1X- BSA al 1% (Ther-

mo Fisher Scientific, ref. 37525) durante 2 h a temperatura ambiente. La curva

estándar se preparó a partir de estándares de citoquinas diluidos en diluyen-

te Elispot 1X (eBioscience, ref. 00-4202-56). Las muestras se diluyeron 4X para

IFN-γ, 2X para GM-CSF e IL-17A en diluyente Elispot y se sembraron sin diluir
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para IL-10. Las placas se lavaron 2 veces con PBS1X-Tween al 0,05%. Se añadie-

ron las muestras y el volumen de las citoquinas a concentración conocida para

construir la curva estándar. Por último, se incubaron durante la noche a 4°C.
El tercer d́ıa, las placas se lavaron 5X con PBS1X-Tween al 0,05% y se incuba-

ron con anticuerpos de detección diluidos en diluyente Elispot 1X: Detección de

GM-CSF anti-ratón (Invitrogen, ref. 88-7334-88, 1:250), anti- detección de IL-10

de ratón (Invitrogen, ref. 88-7105-88, 1:250), biotina anti-IFN-γ de ratón (BD

Biosciences, ref. 554410, 1:500) y biotina anti-ratón IL-17A (BD Biosciences, ref.

555067, 1:500) agitado durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las

placas se lavaron 8 veces con Tween al 0,05% en PBS 1X y se incubaron con

Avidin-HRP diluido en diluyente Elispot 1X (Invitrogen, ref. 88-7334-88, 1:250)

y se agitaron durante 1 h a temperatura ambiente. A continuación, las placas

se lavaron 8 veces con PBS1X-Tween al 0,05% y se revelaron usando una solu-

ción de sustrato TMB 1X (Invitrogen, ref. 00-4201-56). Por último, la reacción

se detuvo con KPL TBM Stop Solution (SeraCare, ref. 5150-0021) y las placas se

leyeron a 450 nm en GloMax Explorer Multimode Microplate Reader (Promega).

19. Análisis de citometŕıa de flujo o FACS.

19.1. Análisis de DC

Se incubaron suspensiones de células del SNC con anticuerpos de superficie y

un marcador de células vivas/muertas en hielo. Después de 30 min, las células se

lavaron con BSA al 0,5%, EDTA 2 mM en PBS1X y se fijaron de acuerdo con el

protocolo del fabricante (eBiosciences, ref. 00-5523-00). La tinción intracelular se

realizó durante 1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos de superficie usados

en este estudio fueron: BUV395 anti-ratón MHC-II (Invitrogen, ref. 17-5321-82,

1:200); BUV496 anti-ratón CD24 (BD Biosciences, ref. 564664, 1:100); BUV563

anti-ratón Ly-6G (BD Biosciences, ref. 612921, 1:100); BUV661 anti-ratón CD45

(BioLegend, ref. 103147, 1:100); BV570 anti-ratón Ly-6C (BioLegend, ref. 128030,

1:100); BV605 anti-ratón CD80 (BD Biosciences, ref. 563052, 1:100); BV650 anti-

ratón CD3 (BioLegend, ref. 100229, 1:100); BV711 anti-ratón CD8a (BioLegend,
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ref. 100748, 1:100); BV786 anti-ratón CD11b (BioLegend, ref. 101243, 1:100); PE-

Texas Red anti-CD11c de ratón (BioLegend, ref. 117348, 1:100); PeCy7 anti-CD4

de ratón (BioLegend, ref. 100422, 1:100); APC anti-ratón/humano CD45R/B220

(BioLegend, ref. 103212, 1:100); APC-R700 anti-ratón CD103 (BD Biosciences,

ref. 565529, 1:100); APC/Cy7 anti-ratón F4/80 (BioLegend, ref. 123118, 1:100).

Las células se procesaron en un Symphony A5 (BD Biosciences) y los datos se

analizaron en Flowjo 10 (Becton Dickinson).

19.2. Análisis de células T

Para analizar los subconjuntos de células T del SNC y teñir sus citoqui-

nas intracelulares, la suspensión celular se estimuló con 50 ng/mL de forbol 12-

miristato 13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich, ref. P8139), ionomicina 1 µM (Sigma-

Aldrich, ref. I3909 -1ML), GolgiStop (BD Biosciences, ref. 554724, 1:1500) y Gol-

giPlug (BD Biosciences, ref. 555029, 1:1500) diluidos en RPMI (Life Technologies,

ref. 11875119) que contienen 10% de FBS, 1% de penicilina/estreptomicina, 2-

mercaptoetanol 50 µM (Sigma-Aldrich, ref. M6250) y 1% de aminoácidos no

esenciales (Life Technologies, ref. 11140050). Después de 4 h, las suspensiones

celulares se lavaron con BSA al 0,5%, EDTA 2 mM en PBS1X y se incubaron

con anticuerpos de superficie y un marcador de células vivas/muertas en hielo.

Después de 30 min, las células se lavaron con BSA al 0,5%, EDTA 2 mM en PBS

1X y se fijaron de acuerdo con el protocolo del fabricante de un kit de fijación

intracelular (eBiosciences, ref. 00-5523-00).

Los anticuerpos de superficie usados en este estudio fueron: BUV661 anti-

ratón CD45 (BioLegend, ref. 103147, 1:100); PeCy7 anti-CD4 de ratón (Bio-

Legend, ref. 100422, 1:100); Alexa fluor 647 anti-ratón CD25 (BioLegend, ref.

109311, 1:100); BV750 anti-ratón CD3 (BioLegend, ref. 100249, 1:100); BUV395

anti-ratón CD69 (BD Biosciences, ref. 740220, 1:100); BUV737 anti-ratón CD11b

(BD Biosciences, ref. 564443, 1:100); BV805 anti-ratón CD8a (BD Bioscien-

ces, ref. 612898, 1:100); PE/Cy5 anti-CD44 de ratón (BioLegend, ref. 103010,

1:100). Los anticuerpos intracelulares fueron: BV421 anti-GM-CSF de ratón (BD

Biosciences, ref. 564747, 1:100); PE-CF594 anti-ratón IL-10 (BioLegend, ref.
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505034, 1:100); Alexa Fluor 700 anti-ratón Ki-67 (BioLegend, ref. 652420, 1:100);

APC/Cy7 anti-IFN-γ de ratón (BD Biosciences, ref. 561479, 1:100); Alexa Fluor

488 anti-ratón FoxP3 (eBioscience, ref. 11-5773-82, 1:100); PE anti-ratón IL-17A

(BioLegend, ref. 506904, 1:100). Las células se procesaron en un Symphony A5

(BD Biosciences) y los datos se analizaron en Flowjo 10 (Becton Dickinson).

19.3. DC aisladas de un ratón P65 reporter

Las DC esplénicas aisladas de ratones P65 reporter (FVB.Cg-Tg (HIV-EGFP,

luc) 8Tsb/J) usando perlas magnéticas (130-125-835, Miltenyi) se estimularon

durante 1 h con los tratamientos indicados (ligandos agonistas y antagonistas de

AHR). La fluorescencia se determinó por citometŕıa de flujo en un Symphony A5

(BD Biosciences) y los datos se analizaron en Flowjo 10 (Becton Dickinson).

20. Análisis de la expresión génica

20.1. Extracción de RNA

20.1.1. Extracción del RNA total a partir de tejidos

El tejido se disgregó utilizando el homogeneizador tissue master (OMNI) en 1

ml de Trizol (Invitrogen). El homogeneizado resultante se dejó reposar en Trizol

durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación, se añadió 0,5 ml de

cloroformo y se vorteó vigorosamente durante 15 s. Tras 2-3 min a temperatura

ambiente se centrifugó a 12.000 G durante 15 min a 4°C. Tras la centrifugación,

se pudieron observar dos fases en el tubo, transfiriéndose la fase acuosa superior

a un tubo limpio evitando arrastrar contaminantes de la fase orgánica inferior.

Seguidamente se añadieron a la solución acuosa 500 µl de isopropanol y se agitó

en un vórtex. A continuación, se centrifugó a 12.000 G durante 10 min a 4°C.
Tras la centrifugación, el sobrenadante se eliminó y el RNA precipitado se lavó

con etanol al 80%, y se centrifugó de nuevo a 7.500G durante 5 min a 4°C.
Posteriormente, se eliminó el sobrenadante y el RNA se dejó secar a temperatura

ambiente durante 2-3 min en un termobloque a 70°C con el fin de conseguir la

177
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total evaporación del alcohol. El precipitado obtenido se resuspendió en 100 µl

de agua DEPC (diethyl pyrocarbonate) y se hidrató en un termobloque a 50°C
durante 5-10 min.

Para eliminar la contaminación de DNA genómico de la muestra y limpiar

posibles restos salinos, se utilizó el kit comercial High Pure RNA isolation (Roche)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez purificado, se determinó la

concentración del RNA de la muestra midiendo en un NanoDrop (Eppendorf

BioPhotometer) la absorción espectrofotométrica a 260 nm y la presencia de

protéınas contaminantes estableciendo la relación A260nm/A280nm.

20.1.2. Extracción del RNA total a partir de cultivos celulares

La obtención de RNA total a partir de cultivos celulares se realizó empleando

el kit High Pure RNA isolation (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez purificado, se determinó su concentración como se mencionó anterior-

mente.

20.1.3. Extracción del RNA total a partir de muestras limitadas

La obtención de RNA total a partir de muestras muy limitadas se realizó em-

pleando el kit comercial PicoPure RNA Isolation Kit (Thermo Fisher) siguiendo

las instrucciones del fabricante. Una vez purificado el RNA, se determinó su con-

centración como se mencionó anteriormente.

20.2. Transcripción reversa

Se transcribieron de forma reversa (Reverse Transcription, RT) entre 200 ng y

1 µg de RNA total empleando el kit iScript Reverse Transcription (Bio-Rad). Este

kit contiene random primers que hibridan con cualquier secuencia aleatoria de 6

nucleótidos presentes en el RNA celular. El fabricante indica que, tras mezclar los

diferentes componentes de la reacción, hay que llevar a cabo en un termociclador

el siguiente protocolo: 5 min a 25° C (priming), 20 min a 46° C (transcripción

reversa) y 1 min a 95° C (inactivación de la retrotranscriptasa).
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20.3. Análisis de la expresión génica mediante RT-qPCR

Para los ensayos de qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction), la reac-

ción se llevó a cabo utilizando el kit SYBR Select Master MIX (Life Technologies)

o TaqMan™ Universal PCRMaster Mixes (Applied Biosystems) en un termocicla-

dor de PCR a tiempo real ViiA™ 7 o StepOne (Applied Biosystems). El protocolo

constaba de una primera etapa de desnaturalización a 95°C durante 10 min se-

guida de una repetición de un máximo de 50 ciclos en cada uno de los cuales se

realizaron los tres pasos siguientes: desnaturalización del DNA a 95°C durante 30

s, hibridación de los cebadores al DNA molde durante 30 s a una temperatura

espećıfica para cada producto de PCR y extensión de la cadena naciente a 72° C
durante 30 s. Se realizaron curvas de fusión al final de cada reacción para confir-

mar la amplificación de un único producto de PCR. Para ello, se midió la emisión

de fluorescencia de sonda durante el cambio paulatino de temperatura de 60°C a

95°C a razón de 0,5°C/ciclo. La secuencia de los oligonucleótidos cebadores que

se utilizaron para qPCR se detallan en la Tabla 4 y Tabla 5.

La amplificación del gen Gapdh se usó como control interno para normali-

zar la expresión de los genes objeto de estudio (δCt). Como control negativo se

realizaron reacciones de PCR en las que no se añadió cDNA molde. La expre-

sión de cada gen o de cada transcrito se calculó refiriendo los valores obtenidos

en presencia de tratamiento a los correspondientes a la situación basal o de no

tratamiento (2-δδCt).

21. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP)

Con el fin de determinar la unión de una protéına a una región de DNA

in vivo, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (Chromatin

Immunoprecipitation, ChIP). En primer lugar, con el objetivo de estabilizar las

uniones de las protéınas al DNA, se añadió formaldeh́ıdo al 1% durante 15 min

a temperatura ambiente con agitación suave. La reacción de entrecruzamiento

protéına-DNA se detuvo añadiendo glicina 0.125 M durante 5 min. A continua-

ción, el tejido se lavó dos veces con PBS fŕıo, se homogeneizó y las suspensiones
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Tabla M.4: Anticuerpos empleados en el protocolo de Western Blot .

Gen Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’)

Ahr AGCCGGTGCAGAAAACAGT AGGCGGTCTAACTCTGTGT

Axin2 ACTGGGTCGCTTCTCTTGAA CTCCCCACCTTGAATGAAGA

Ccnd1 CACAACTTCTCGGCAGTCAA AGTGCGTGCAGAAGGAGATT

CD36 TCCAGCCAATGCCTTTGC TGGAGATTACTTTTTCAGTGCAGAA

c-Jun TGAGTTGGCACCCACTGTTA TCCCCTATCGACATGGAGTC

c-Myc CCTGACGACGAGACCTTCA TGGTAGGAGGCCAGCTTCT

Cyp1a1 ACAGACAGCCTCATTGAGCA GGCTCCACGAGATAGCAGTT

FAE TGACTATGAACTATGGCGTGCAT CCGGGAGACTCGGAAACC

Gapdh TGAAGCAGGCATCTGAGGG CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG

Gck ATGGCTGTGGATACTACAAGGA TTCAGGCCACGGTCCATCT

Il6 AGTTGCCTTCTTGGGACTGA TCCACGATTTCCCAGAGAAC

Klf4 TTTCTCGCCTGTGTGAGTTC CACAAGTCCCCTCTCTCCAT

Lats1 GACCCCAGCTAATGGACAAA GTTTGCAGTCCAGGGACATT

Lats2 GTGTCCACAAGATGGGCTTT CTCCATGCTGTCCTGTCTCA

Nanog AAGTACCTCAGCCTCCAGCA GTGCTGAGCCCTTCTGAATC

Oct4 CACGAGTGGAAAGCAACTCA TTCATGTCCTGGGACTCCTC

Pdk2 AGGGGCACCCAAGTACATC TGCCGGAGGAAAGTGAATGAC

PPARα GATTCAGAAGAAGAACCGGAACA TGCTTTTTCAGATCTTGGCATTC

PPARβ CCCAATGGTTGCTGATTACAAA GAGGGAGTTAGAAGGTTCTTCATGA

PXR CAGTTGCTGCGCATCCAA TGCTGCTAAATAACTCTTGCATGAG

Slc2a2 TCAGAAGACAAGATCACCGGA GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG

Slc2a4 ATGACCAAGCCCTGAATCTG CGTAGGATGTGGTGATGACG

Sox2 TGCGAGCGCTGCACAT TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC

Stat3 TTCTGCACGTACTCCATTGC CAAAACCCTCAAGAGCCAAG

Tnfα CCACCACGCTCTTCTGTCTA CTCCACTTGGTGGTTTGCTA

Yap AGGAGAGACTGCGGTTGAAA GAGGGATGCTGTAGCTGCTC

celulares se resuspendieron e incubaron durante 10 min a 4° C en tampón de

lisis-SDS conteniendo inhibidores de proteasas (Complete, Roche). Los lisados

celulares fueron sonicados durante 20-30 min en un equipo Bioruptor (Diageno-

de) a máxima potencia con ciclos de 0,5 min de sonicación/reposo. Los fragmentos

de DNA obtenidos (200-1000 pb) se centrifugaron a 4° C durante 10 min a 13000

G. Se midió la concentración de DNA del sobrenadante (al menos 100-150 µg de

cromatina por IP) y éste se diluyó diez veces en tampón de dilución de ChIP
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Tabla M.5: Referencias de los primers usados con la sonda TaqMan.

Gen Referencia (Thermo Fisher)

Ahr Mm00478932m1

Csf2 Mm01290062m1

Cyp1a1 Mm00487218m1

Cyp1b1 Mm00487229m1

Fads3 Mm01200850m1

Foxp3 Mm00475162m1

Gapdh Mm99999915g1

Ifng Mm00801778m1

Il1b Mm00434228m1

Il6 Mm00446190m1

Il10 Mm00439614m1

Il12 Mm00439618m1

Il17 Mm00439618m1

Il23 Mm00518984m1

Il27 Mm00461162m1

Nos2 Mm00440502m1

Tgfb1 Mm01178820m1

Tnf Mm00443258m1

conteniendo inhibidores de proteasas (Complete, Roche). Para reducir las unio-

nes inespećıficas, las muestras se incubaron durante 45 min a 4° C con agitación

suave en presencia de protéına A/G Plus agarosa. Tras centrifugar durante 5 min

a 200 G, se añadió a los sobrenadantes el anticuerpo espećıfico frente a la protéına

de interés (2-3 µg) y se incubó durante toda la noche a 4° C con rotación suave.

Como control negativo se realizaron incubaciones en ausencia de anticuerpo pri-

mario, y como control positivo se utilizaron aĺıcuotas de los extractos previos a

su incubación con el anticuerpo primario (DNA total o input). Al d́ıa siguiente

tras añadir una nueva aĺıcuota de A/G Plus agarosa, se realizó una incubación

adicional de 1 h a 4° C con agitación suave. Las muestras se centrifugaron a 2000

181



21. INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA (CHIP)

Tabla M.6: Primers empleados para el análisis de secuencias de DNA

obtenidas tras la inmunoprecipitación de cromatina.

Gen Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’)

AKT CACTGCGCACACCAACAG CGGAGTAGGAGCAGGAAGTG

Il1 GCATCTCAAAGGTGACACGG CGAGTCTCTGCAGGTTCACT

Il6 AGCCTCTTATTCATGTGTGTGTG ACTTGAGCATGTCTTGATGGG

Tnfα CCAGACACTCACCTCATCCC TGGAACTGGCAGAAGAGGC

G durante 1 min a 4° C. Los precipitados conteniendo los complejos anticuerpo-

protéına-DNA se lavaron durante 5 min con los siguientes tampones: tampón de

lavado de baja fuerza iónica (SDS 0,1%, Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, Tris-

HCl 120 mM pH 8, NaCl 150 mM), tampón de lavado de alta fuerza iónica (SDS

0,1%, Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, Tris-HCl 120 mM pH 8, NaCl 500 mM),

tampón de lavado conteniendo LiCl (LiCl 0,25 M, NP40 1%, deoxicolato 1%,

EDTA 1 mM, Tris-HCl pH 10 mM 8.1) y tampón TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0,

EDTA 1 mM). Finalizados estos lavados, los complejos se extrajeron con tampón

de elución (SDS 1%, NaHCO3 0,1 M, 200 µl por condición) durante 15 min con

agitación, tras lo cual fueron centrifugados a 2000 G durante 1 min. El proceso de

extracción se repitió una vez más y todos los elúıdos se combinaron en un mismo

tubo. Posteriormente, se incubaron durante 4 h a 65° C en NaCl 200 mM para

romper los entrecruzamientos DNA-protéına y liberar el DNA, incorporándose

en este paso los DNA input. Con el fin de eliminar las protéınas, las muestras se

incubaron durante 1 h a 45°C en una solución conteniendo EDTA 10 mM, Tris

HCl 40 mM pH 6.5 y 40 µg/ml de Proteinase K (Roche). Finalmente, el DNA

inmunoprecipitado se purificó usando columnas ChIP DNA Clean and Concen-

trator (Zymo Research) diseñadas para la purificación de muestras conteniendo

SDS. La cuantificación de la unión protéına-DNA se hizo mediante PCR en tiem-

po real empleando un equipo StepOne (Applied Biosystems) usando cebadores

espećıficos para cada región promotora analizada (Tabla 6). Los resultados se

muestran como porcentaje respecto al input de DNA de la inmunoprecipitación

menos el porcentaje respecto al input de DNA del control sin anticuerpo.
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22. Probióticos sintéticos

22.1. Producción de EcN y EcnIAA

El microorganismo bacteriano Escherichia coli Nissle 1917 (EcN), se adquirió

originalmente de la Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares

(DSMZ Braunschweig, E. coli DSM 6601). Se generó EcN resistente a estrep-

tococos sembrando estas células en una placa LB que conteńıa 300 ng/mL de

estreptomicina. Se picó la única colonia formada que hab́ıa mutado para ser re-

sistente a estreptococos y designada como EcN-StrpR o SYN094 (denominada

EcN en este trabajo). Los genes que codifica las protéınas responsables de la

producción del precursor triptófano y del IAA se subclonaron en dos vectores

plasmı́dicos (secuencias y estrategias no detalladas por motivos de confidencia-

lidad) bajo el control de un promotor inducible por ATC (Anhydrotetracycline

hydrochloride, Sigma ref. 37919). En esta estrategia también se eliminaron TryR y

TnaA para garantizar la śıntesis de IAA. TryR es un apoprepresor que al formar

complejos con L-Trp se une a la región operadora del operón Trp y evita el inicio

de la transcripción y también regula la biośıntesis del represor del triptófano al

unirse a su región reguladora. TnaA degrada el L-trp a través de la v́ıa del pi-

ruvato, en la primera etapa de la subv́ıa que sintetiza indol y piruvato a partir

de L-tripófano. Los plásmidos resultantes se electroporaron en EcN dando como

resultado la cepa SYN-AHRIAA o SYN2342 (en nuestro trabajo nombrada como

EcNIAA) (Figura 6). La producción de estos probióticos sintéticos corrió por

parte de la empresa biofarmacéutica SYNLOGIC, INC. (SYBX).

22.2. Administración de los probióticos: Gavages

Los probióticos se administraron diariamente mediante la técnica del gavage

comenzando 3 d́ıas antes de la inducción de la EAE y hasta el último d́ıa del

experimento. Los gavages se llevaron a cabo mediante una sonda oral, la cual

se utiliza para administrar por v́ıa oral un volumen espećıfico de un tratamiento

determinado (Figura 7).

La producción del IAA por los probióticos depend́ıa de la inducción de los
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Figura M.6: Estrategia seguida para la śıntesis de EcNIAA. Esquema sim-

plificado de la ruta de śıntesis del IAA y representación de los probióticos produc-

tores de IAA, EcNIAA.

promotores con ATC. El ATC se suministró en el agua a la concentración de 1

µg/ml de manera constante e ininterrumpida desde el comienzo del tratamiento

con los gavages. Es importante que el agua sea mantenida en un recipiente opaco

ya que este compuesto es fotosensible. Además, cada d́ıa del tratamiento los

ratones recibieron una inyección intraperitoneal 1-2 h antes de los gavages de 10

µg de ATC en PBS1X en un volumen final de 100 µl. Los viales con las bacterias se

descongelaban en un baño a 37° C y se manteńıan en hielo hasta el momento de su

administración. Una vez descongeladas se le añad́ıa 100 mM de NaHCO3 (sodium

bicarbonate) y 100 ng/ml de ATC. Todas estas preparaciones se llevaron a cabo

indistintamente en todos los ratones incluidos en el experimento. Las bacterias

control EcN o productora de IAA EcNIAA se prepararon paralelamente en el

mismo momento siguiendo las indicaciones anteriores.
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Figura M.7: Administración de probióticos mediante gavage. (A) Sondas

empleadas. (B) Manejo del ratón para una correcta aplicación de la técnica (imáge-

nes tomadas por el protocolo publicado por el Institutional Animal Care and Use

Committee (IACUC). (C) Esquema representativo del diseño experimental.

22.3. Cinética de producción de IAA in vitro

Una vez que las bacterias control y productoras IAA hab́ıan sido preparadas

como se mencionó anteriormente, se diluyeron en medio YT 2x (Sigma Aldrich,

ref. Y1003-500ML) con 100 µg/mL del antibiótico estreptomicina, y se incubaron

con agitación 250 rpm a 37° C. En los puntos de tiempo indicados, se cuantificó

el IAA producido mediante espectometŕıa de masas en los servicios del Brigham

and Women’s Hospital.
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23. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

22.4. Viabilidad de las bacterias tras la administración in

vivo

Se recogieron heces de ratones tratados con las bacterias 4 h después de la

administración de los probióticos mediante los gavages en los d́ıas 9 y 23. Las heces

se homogeneizaron en 0,5 ml de PBS1X fŕıo en un homogeneizador PowerLyzer

24 (Qiagen) mediante dos pulsos de 4 m/s durante 10 s y, a continuación, se

centrifugaron a la velocidad máxima durante 20 min a 4 °C. Los sobrenadantes

de las heces se diluyeron en serie y se sembraron en medio LB Agar con 300

µg/mL de estreptomicina. Al d́ıa siguiente, se contaron las colonias formadas

y se corrigió el factor de dilución para determinar las unidades formadoras de

colonias o CFU (colony forming units).

22.5. Biodistribución de los probióticos

Para validar las bacterias productoras de IAA in vivo, se administraron bacte-

rias de control y bacterias productoras de IAA por sonda oral. Se recogieron heces

y plasma de ratones tratados con las bacterias 4 h después de la administración

de los probióticos mediante los gavages en los d́ıas 9 y 23. El plasma se recogió

en tubos heparinizados. Las heces se procesaron como se indicó en el apartado

anterior. Se midió la concentración de IAA en suero y en los sobrenadantes de

las heces mediante espectrometŕıa de masas en los servicios del Brigham and

Women’s Hospital.

23. Análisis estad́ıstico

Todos los experimentos descritos en esta Tesis Doctoral se han realizado em-

pleando al menos tres réplicas biológicas con al menos dos replicas experimenta-

les de cada condición. Los datos se muestran como media ± desviación estándar

(s.d.). El nivel de significancia se ha determinado gracias al análisis del test T

de Student para muestras no pareadas y el método estad́ıstico ANOVA para

comparaciones múltiples de tres o más grupos. La generación de gráficos y la sig-

nificación estad́ıstica han sido obtenidas empleando el software GraphPad 6.0.s
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en, Toxicology and Applied Pharmacology, vol. 262, n.o 2, págs. 167-176,
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ene. de 1999.

[42] G. Huang y C. J. Elferink, ((Multiple Mechanisms Are Involved in Ah

Receptor-Mediated Cell Cycle Arrest,)) en,Molecular Pharmacology, vol. 67,

n.o 1, págs. 88-96, ene. de 2005.

[43] C. M. Klinge, J. L. Bowers, P. C. Kulakosky, K. K. Kamboj y H. I. Swan-

son, ((The aryl hydrocarbon receptor (AHR)/AHR nuclear translocator

(ARNT) heterodimer interacts with naturally occurring estrogen respon-

se elements,)) en, Molecular and Cellular Endocrinology, vol. 157, n.o 1,
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mammalian ARNT and controls CNS midline and tracheal development,))

Development (Cambridge, England), vol. 124, págs. 4571-82, dic. de 1997.
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abr. de 1997.

[68] N. A. Davarinos y R. S. Pollenz, ((Aryl hydrocarbon receptor imported into

the nucleus following ligand binding is rapidly degraded via the cytosplas-

mic proteasome following nuclear export,)) eng, The Journal of Biological
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journal, vol. 23, n.o 11, págs. 2293-2303, jun. de 2004.

[84] H. P. Ko, S. T. Okino, Q. Ma y J. J P Whitlock, ((Transactivation domains

facilitate promoter occupancy for the dioxin-inducible CYP1A1 gene in

vivo,)) EN, Molecular and Cellular Biology, jul. de 1997.

[85] A. Kobayashi, K Sogawa e Y Fujii-Kuriyama, ((Cooperative interaction

between AhR.Arnt and Sp1 for the drug-inducible expression of CYP1A1

gene,)) The Journal of biological chemistry, vol. 271, págs. 12 310-6, jun. de
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[118] M. E. Hahn, S. I. Karchner, M. A. Shapiro y S. A. Perera, ((Molecular

evolution of two vertebrate aryl hydrocarbon (dioxin) receptors (AHR1

and AHR2) and the PAS family,)) en, Proceedings of the National Academy

of Sciences, vol. 94, n.o 25, págs. 13 743-13 748, dic. de 1997.
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[134] J. V. Schmidt y C. A. Bradfield, ((Ah receptor signaling pathways,)) Annual

Review of Cell and Developmental Biology, vol. 12, n.o 1, págs. 55-89,
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2003.
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ene. de 2010.

[192] A. C. de Tomaso Portaz, G. R. Caimi, M. Sánchez y col., ((Hexachloroben-

zene induces cell proliferation, and aryl hydrocarbon receptor expression

(AhR) in rat liver preneoplastic foci, and in the human hepatoma cell line

HepG2. AhR is a mediator of ERK1/2 signaling, and cell cycle regulation

in HCB-treated HepG2 cells,)) en, Toxicology, vol. 336, págs. 36-47, oct. de

2015.

[193] D. P. Jackson, H. Li, K. A. Mitchell, A. D. Joshi y C. J. Elferink, ((Ah Re-

ceptor–Mediated Suppression of Liver Regeneration through NC-XRE–Driven

p21 Cip1 Expression,)) en,Molecular Pharmacology, vol. 85, n.o 4, págs. 533-541,
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2016.

[199] J. M. Wells y F. M. Watt, ((Diverse mechanisms for endogenous regene-

ration and repair in mammalian organs,)) eng, Nature, vol. 557, n.o 7705,
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[222] A. Brinkmann, N. Katz, D. Sasse y K. Jungermann, ((Increase of the gluco-

neogenic and decrease of the glycolytic capacity of rat liver with a change

of the metabolic zonation after partial hepatectomy,)) eng, Hoppe-Seyler’s

Zeitschrift Fur Physiologische Chemie, vol. 359, n.o 11, págs. 1561-1571,
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[233] E. Santoni-Rugiu, P. Jelnes, S. S. Thorgeirsson y H. C. Bisgaard, ((Pro-

genitor cells in liver regeneration: molecular responses controlling their

activation and expansion,)) eng, APMIS: acta pathologica, microbiologica,

et immunologica Scandinavica, vol. 113, n.o 11-12, págs. 876-902, dic. de
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[246] B. Wang, L. Zhao, M. Fish, C. Y. Logan y R. Nusse, ((Self-renewing diploid

Axin2(+) cells fuel homeostatic renewal of the liver,)) eng, Nature, vol. 524,
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n.o 3, págs. 398-410, mar. de 2009.

[250] B. Liu, A. W. Bell, S. Paranjpe y col., ((Suppression of liver regeneration

and hepatocyte proliferation in hepatocyte-targeted glypican 3 transgenic

mice,)) eng, Hepatology (Baltimore, Md.), vol. 52, n.o 3, págs. 1060-1067,
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oct. de 2011.

[269] R. Sakai, T. Kajiume, H. Inoue y col., ((TCDD treatment eliminates the

long-term reconstitution activity of hematopoietic stem cells,)) eng, Toxi-

cological Sciences: An Official Journal of the Society of Toxicology, vol. 72,
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ces, vol. 132, n.o 1, págs. 211-221, mar. de 2013.

[284] R. Di Giaimo, T. Durovic, P. Barquin y col., ((The Aryl Hydrocarbon

Receptor Pathway Defines the Time Frame for Restorative Neurogenesis,))

en, Cell Reports, vol. 25, n.o 12, 3241-3251.e5, dic. de 2018.

[285] E. A. Andreasen, L. K. Mathew, C. V. Löhr, R. Hasson y R. L. Tanguay,
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macology, vol. 77, n.o 4, págs. 498-507, feb. de 2009.

[288] J. M. Zodrow y R. L. Tanguay, ((2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin inhi-

bits zebrafish caudal fin regeneration,)) eng, Toxicological Sciences: An

Official Journal of the Society of Toxicology, vol. 76, n.o 1, págs. 151-161,
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n.o 4, págs. 378-390, jul. de 2008.

[294] M. Matias, M. Casa-Nova, M. Faria y col., ((Prognostic Factors after Liver

Resection for Colorectal Liver Metastasis,)) eng, Acta Medica Portuguesa,
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[309] J. O. Russell y S. P. Monga, ((Wnt/β-Catenin Signaling in Liver Develop-

ment, Homeostasis, and Pathobiology,)) eng, Annual Review of Pathology,
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233



BIBLIOGRAFÍA
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jul. de 2016.
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sep. de 2010.

[387] Y. Onishi, Z. Fehervari, T. Yamaguchi y S. Sakaguchi, ((Foxp3+ natural

regulatory T cells preferentially form aggregates on dendritic cells in vitro

and actively inhibit their maturation,)) en, Proceedings of the National

Academy of Sciences, vol. 105, n.o 29, págs. 10 113-10 118, jul. de 2008.
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2010.

[453] C. A. Beamer, J. M. Kreitinger, S. L. Cole y D. M. Shepherd, ((Targeted

deletion of the aryl hydrocarbon receptor in dendritic cells prevents thymic

atrophy in response to dioxin,)) eng, Archives of Toxicology, vol. 93, n.o 2,
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rology, vol. 4, n.o 5, págs. 474-485, oct. de 1998.

[471] G. Layh-Schmitt, C. Bendl, U. Hildt y col., ((Evidence for infection with

Chlamydia pneumoniae in a subgroup of patients with multiple sclerosis,))

eng, Annals of Neurology, vol. 47, n.o 5, págs. 652-655, mayo de 2000.
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1994.

[493] V. Brucklacher-Waldert, K. Stuerner, M. Kolster, J. Wolthausen y E. To-

losa, ((Phenotypical and functional characterization of T helper 17 cells in

multiple sclerosis,)) eng, Brain: A Journal of Neurology, vol. 132, n.o Pt
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Neuron, vol. 46, n.o 3, págs. 421-432, mayo de 2005.

[506] A. Bar-Or, ((Immunology of multiple sclerosis,)) eng, Neurologic Clinics,
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Microbes, vol. 5, n.o 4, págs. 552-561, jul. de 2014.

[550] Y. Wang, K. M. Telesford, J. Ochoa-Repáraz y col., ((An intestinal com-
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[552] K. Atarashi, T. Tanoue, T. Shima y col., ((Induction of colonic regulatory

T cells by indigenous Clostridium species,)) eng, Science (New York, N.Y.),
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vol. 100, n.o 7, págs. 1539-1546, jul. de 2005.

[568] Y. Kadooka, M. Sato, K. Imaizumi y col., ((Regulation of abdominal adi-

posity by probiotics (Lactobacillus gasseri SBT2055) in adults with obese

tendencies in a randomized controlled trial,)) en, European Journal of Cli-

nical Nutrition, vol. 64, n.o 6, págs. 636-643, jun. de 2010.
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258



BIBLIOGRAFÍA
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págs. 2322-2333, dic. de 2012.

[580] S. Mariathasan, D. S. Weiss, K. Newton y col., ((Cryopyrin activates the in-

flammasome in response to toxins and ATP,)) en, Nature, vol. 440, n.o 7081,
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vol. 253, n.o 3, págs. 244-252, jun. de 2011.

[608] Y. Li, G. Chen, J. Zhao y col., ((2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)

induces microglial nitric oxide production and subsequent rat primary cor-

tical neuron apoptosis through p38/JNKMAPK pathway,)) en, Toxicology,
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[657] A. Kimura, T. Naka, K. Nohara, Y. Fujii-Kuriyama y T. Kishimoto, ((Aryl

hydrocarbon receptor regulates Stat1 activation and participates in the

development of Th17 cells,)) en, Proceedings of the National Academy of

Sciences, vol. 105, n.o 28, págs. 9721-9726, jul. de 2008.
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2007.

[659] I. Zamali, R. Rekik, N. Belhadj Hmida y col., ((An endogenous aryl hydro-

carbon receptor ligand enhances de novo generation of regulatory T cells in

humans,)) en, Journal of Leukocyte Biology, vol. 105, n.o 2, págs. 291-295,
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