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Abreviaturas

ACP: analisis de componentes principales
ADL: anélisis discriminante lineal

ALDH: alcohol dehidrogenasa

AR: écido retinoico

T: azal de Toluidina

CD: células dendriticas

CDi: células dendriticas intestinales

CFSE: carboxifluoresceina succinimidil ester
CG: células goblet

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad
CP: componentes principales

CPA: células presentadoras de antigenos
Cry: criptocromo

GALT: tejido linfoide asociado al intestino
GLM: ganglios linfaticos mesentéricos
GFP: proteina fluorescente verde

ILF: foliculos linfoides aislados

LP: l[amina propia

MANOVA: andlisis multivariado de la varianza
Muc-2: mucina tipo 11

OLS: organos linfoides secundarios

ON: 6xido nitrico

OVA: ovoalbiimina

PAS/AB: acido periodico de Schift/alcian blue
Per: periodo

PP: placas de Peyer

RALDH: retinaldehido dehidrogenasa



SCFA: écidos grasos de cadena corta

SFB: suero fetal bovino

SILT: tejido linfoide aislado

TCR: receptor de células T

TGFp: factor de crecimiento transformante
TGI: tracto gastrointestinal

TLR: receptor tipo Toll

ViA: vitamina A

WT: wild type

ZT: zeitgeber



Restumen

En mamiferos los ritmos circadianos estan regulados por relojes moleculares alojados en el
nucleo supraquiasmatico del hipotalamo. Sefiales del medioambiente como la luz y la dieta,
entrenan el reloj en ciclos de 24 hs que regulan ritmos en sistemas periféricos y cuya
alteracion se asocia a patologias. En el presente trabajo de tesis hemos caracterizado la
influencia de los ritmos biologicos en el funcionamiento de la inmunidad en la mucosa
intestinal a lo largo del dia. Mas especificamente, hemos descripto algunos mecanismos que
gobiernan la localizacion temporal de distintas poblaciones leucocitarias en sitios inductivos
de la respuesta inmune como ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) y placas de Peyer (PP)
y su impacto en fendémenos claves de la homeostasis como la tolerancia hacia antigenos
provenientes de la dieta. Encontramos oscilaciones en poblaciones linfocitarias y en distintas
subpoblaciones de células presentadoras de antigenos (CPA) a lo largo de un periodo de 24
hs que estuvieron relacionadas con cambios en los niveles de la quimiocina CCL21 producida
en GLM asi como con una expresion diferencial de moléculas como CD69 y CD62L. En
simultaneo con las oscilaciones en las poblaciones, encontramos diferencias significativas en
la produccion de citoquinas anti- y pro-inflamatorias entre los periodos diurnos y nocturnos.
Estudiamos también la capacidad de CPA obtenidas de vasos linfaticos aferentes a distintos
tiempos de inducir células T regulatorias Foxp3" y receptores homing sobre linfocitos CD4",
y encontramos diferencias significativas entre las fases de actividad/descanso de los
animales. A nivel de sitios efectores encontramos cambios en las tinicas que componen las
paredes intestinales a lo largo del dia en condiciones estandares de luz/oscuridad que se
vieron exacerbadas luego de la disrupcion luminica Estas condiciones también provocaron
cambios en las poblaciones linfocitarias en GLM y PP. Tanto los cambios en las poblaciones
como la capacidad de las CPAs de inducir Foxp3 o receptores homing se encontraron
alterados en animales deficientes para el gen Per2, lo que muestra que se esta capacidad de
las CPA depende de la integridad del reloj molecular. EI hecho de que el ingreso a GLM de
linfocitos y CPA esté sincronizado en un determinado tiempo del dia sugiere que habria
momentos en los que la probabilidad de que se induzca una respuesta inmune antigeno
especifica en la mucosa intestinal es mayor. Esta ventana temporal coincidiria con la masiva
entrada de antigenos, durante el periodo de actividad e ingesta de los animales. Nuestros

datos también demuestran que tiempos tempranos en el proceso de activacion linfocitaria,
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seria crucial en la generacion y tipo de las respuesta inmunes adaptativas en intestino.
Evaluando la respuesta adaptativa especifica para ovoalbimina (OVA) en modelos de
tolerancia observamos que la ingesta del antigeno durante la fase oscura tardia induce
menores indices de proliferacion que cuando la ingesta del antigeno ocurre durante la fase
luminica tardia. Mas atn, en ensayos de induccion de poblaciones efectoras y regulatorias,
la administracion diaria de OV A al final de la fase oscura (ZT23) resulté en una induccion
significativamente mayor del factor de transcripcion Foxp3 en células OVA especificas
(CD4" OT-II") y la localizacion selectiva de estas células en la lamina propia. Nuestros
resultados muestran que en un periodo de 24 hs, en el GLM existe una ventana temporal
determinada en la que confluyen sincronizadamente una serie de condiciones que promueven

el desarrollo de respuestas tolerogénicas que son esenciales para la homeostasis intestinal.



Abstract

In mammals circadian rhythms are regulated by molecular clocks localized in the
suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus. Signs of the environment such as light and
diet, entrains the clock in cycles of 24 hours that regulate rhythms in peripheral systems and
whose alteration is associated with pathologies. In the present work we have characterized
the influence of biological rhythms on the functioning of immunity in the intestinal mucosa
throughout the day. More specifically, we have described some mechanisms that govern the
temporal localization of different leukocyte populations in inductive immune response sites
such as mesenteric lymph nodes (GLM) and Peyer's plaques (PP) and their impact on key
phenomena of homeostasis such as tolerance towards food antigen. We found oscillations in
lymphocyte populations and in different subpopulations of antigen presenting cells (APCs)
over a 24-hour period that were related to changes in the CCL21 chemokine produced in
GLM as well as to a differential expression of molecules such as CD69 and CD62L.
According with oscillations in populations, we found significant differences in the production
of anti-and pro-inflammatory cytokines between day and night periods. We also studied the
ability of CPA obtained from afferent lymphatic vessels at different times to induce Foxp3™
regulatory T cells and homing receptors on CD4" lymphocytes, and found significant
differences between the activity/rest phases of the animals. At the level of effector sites we
found changes in the layers that compose the intestinal walls throughout the day under
standard light/dark conditions that were exacerbated after light disruption. These conditions
also caused changes in lymphocyte populations in GLM and PP. Both changes in populations
as well as the ability of CPAs to induce Foxp3 or homing receptors were found to be altered
in animals deficient for the Per2 gene, showing that this ability of CPAs depends on the
integrity of the molecular clock. The fact that entry to GLM of lymphocytes and CPA is
synchronized at a given time point of day suggests that there would be times when the
probability of inducing a specific antigen-specific immune response in the intestinal mucosa
is greater. This temporal window would coincide with the massive entry of antigens, during
the period of activity and feeding of the animals. Our data also demonstrate that early times
in the lymphocyte activation process would be crucial in the generation and type of adaptive
immune responses in the gut. By evaluating the specific adaptive response for ovalbumin

(OVA) in tolerance models, we observed that the intake of the antigen during the late dark
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phase induces lower proliferation rates than when the antigen intake occurs during the late
light phase. Moreover, in both effector and regulatory population induction assays, daily
administration of OVA at the end of the dark phase (ZT23) resulted in a significantly
increased induction of Foxp3 transcription factor in specific OVA (CD4" OT-II") cells and
selective localization of these cells in the lamina propria. Our results show that in a period of
24 hours, in the GLM there is a specific time in which conditions that promote the
development of tolerogenic responses that are essential for intestinal homeostasis are

synchronized.
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1.1.0rganizacion anatomica del sistema inmune intestinal

El intestino es una estructura tubular que forma parte del tracto gastrointestinal (TGI) y se
extiende desde el estobmago hasta el ano. Entre sus funciones primarias se cuentan la digestion
de alimentos, la absorcion de nutrientes y agua, y la eliminacién de los residuos. El intestino
también representa un importante sitio de entrada para muchas bacterias y virus y es el hogar
de una vasta y diversa comunidad microbiana cada vez mas reconocida por tener un impacto
en la fisiologia y patologia del huésped. Este ambiente dindmico en constante cambio
representa una compleja interfase para la vigilancia inmunologica y explica que el intestino

contenga la mayor diversidad y nimero de células inmunes del organismo.

En mamiferos, el intestino consta de dos segmentos (delgado y grueso) que son anatomica y
funcionalmente especializados y expuestos a diferentes estimulos ambientales (Mowat &
Agace, 2014). Para mantener la homeostasis local, cada uno de los segmentos posee
estrategias Unicas de defensa, incluyendo alteraciones en la composicion y funcion del
subconjunto epitelial, integridad de la capa de mucus y un especializado sistema
inmunolodgico. Un continuo intercambio de sefiales entre el ambiente y el sistema inmune es

esencial para el mantenimiento de la homeostasis intestinal.

El intestino delgado consta de duodeno, yeyuno e ileon en orden descendente, y su funcion
principal es la digestion y absorcion de nutrientes. Su superficie estd caracterizada por
proyecciones llamadas vellosidades, que se vuelven progresivamente mas cortas y anchas
hacia el ileon. Las vellosidades estan rodeadas de invaginaciones llamadas criptas de
Lieberkiihn que contienen las células madre pluripotentes que dan lugar a los diversos linajes
epiteliales que cubren la superficie intestinal. En la base de estas criptas, se encuentran las
células de Paneth, un tipo especializado de célula epitelial que produce un amplio rango de
péptidos antimicrobianos que protegen la esterilidad de la cripta, asi como factores de
crecimiento que regulan la diferenciacion y funcion de las células madre. Las células
epiteliales absorbentes, denominadas enterocitos, recubren las vellosidades y su superficie
apical presenta microvellosidades que forman el "borde de cepillo" que optimiza la digestion

y absorcion de los nutrientes.

Por otro lado, el intestino grueso estd cubierto por una unica capa de células epiteliales,

aunque anatdmicamente se dispone enteramente en forma de criptas intercaladas por regiones
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planas de epitelio. Del total de células epiteliales el 25% corresponde a células caliciformes
productoras de mucus o células goblet (CG) (Birchenough, 2016 #261), mientras que en
delgado representan menos del 10%. Mientras que la capa de mucus es difusa en intestino
delgado y permeable a las bacterias, en colon estd formada por capa interna estéril y una
externa de menor densidad que conforma el habitat de la microflora (Faderl, Noti, Corazza,
& Mueller, 2015). Esta capa de mucus estd compuesta principalmente por mucina tipo 2
(Muc-2), y no sélo representa la primera linea de defensa de la inmunidad innata del huesped
sino que ademds es un regulador esencial de los fenomenos inflamatorios intestinales,
aportando sefiales que participan el desarrollo de tolerancia a antigenos alimentarios y de la

flora comensal (Shan et al., 2013).

Histoldgicamente el intestino se compone de cuatro capas: la mucosa, la submucosa, la
muscularis y la serosa. La primera, que es proximal al lumen intestinal, consta de una capa
de células epiteliales y una lamina propia subyacente (LP) que contiene la inmensa mayoria
de las células inmunes. Estas células se encuentran organizadas en estructuras linfoides
denominadas en su conjunto tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en
inglés) las que se encuentran embebidas en la LP o submucosa o bien distribuidas
difusamente a lo largo de la LP. El GALT incluye las placas de Peyer (PPs) de intestino
delgado y las placas coldnicas, las placas cecales y estructuras mas pequefias colectivamente
denominadas tejido linfoide aislado solitario (SILTs), integrado por las criptoplacas y los
foliculos linfoides aislados (ILF) mas maduros (Hamada et al., 2002; Pabst et al., 2005). El
GALT, junto con el ganglio linfatico mesentérico (GLM), constituyen los principales sitios
de inducciéon de la respuesta adaptativa en intestino, mientras que la lamina propia que

subyace al epitelio constituye el sitio efector.

1.2.Trdfico Leucocitario en intestino

Siendo la mucosa intestinal uno de los sitios de mayor estimulacion antigénica, la regulacion
homeostatica del trafico celular es crucial para el mantenimiento de la tolerancia. /n vivo la

migracion de células inmunes desde y hacia los 6rganos linfaticos
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Figura 1. Esquematizacion de sitios inductores y efectores de la respuesta inmune en mucosa

intestinal. Adaptado de Trevaskis y col ., 2015.

secundarios es un proceso cuidadosamente orquestado (Graham & Locati, 2013; Lee, Nibbs,
& Graham, 2013). Las quimioquinas son reguladores esenciales de la migracion celular
durante los procesos homeostaticos e inflamatorios y actian a través de receptores
especificos presentes en la superficie celular. Son producidas constitutivamente por células
del estroma de los organos linfaticos secundarios (Shan et al.) permitiendo un flujo continuo
de células desde los tejidos periféricos hacia los OLS como parte de la vigilancia
inmunolégica. Las quimioquinas pro-inflamatorias, por el contrario son inducidas luego de

una injuria y producen el reclutamiento de poblaciones leucocitarias inflamatorias.
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El GALT carece de vasos linfaticos aferentes por lo que el muestreo de antigenos luminales
es llevado a cabo por un tipo especial de célula denominada célula M localizada
intraepitelialmente por encima del foliculo subyacente (PP). Los antigenos captados por las
células M son tomados y procesados por las células presentadoras de antigenos (CPA) para
su posterior presentacion. En el caso de los GLM, los antigenos luminales son transportados
y presentados por CPA especializadas derivadas de la LP (Macpherson & Uhr, 2004). Una
de las quimioquinas homeostaticas de mayor importancia en el microambiente intestinal es
CCL21, clave para el ingreso y localizacion de células inmunes en los tejidos linfoides. Se
expresa de manera constitutiva en células epiteliales de los endotelios linfaticos y células del
estroma de los GLMs y actua como ligando del receptor CCR7, expresado por linfocitos T y
B y por células dendriticas intestinales (CDi) migratorias. Desde los OLS se genera un
gradiente de CCL21 que promueve el encuentro entre las células naive, los antigenos y las
CPA, resultando en el desarrollo de respuestas inmunologicas especificas (Figura 1). En
condiciones inflamatorias en cambio, la induccion de quimioquinas inflamatorias como

CCL2 es la que direcciona el trafico celular hacia los sitios inductivos.

En el intestino, el sistema linfatico es clave en la induccién y mantenimiento de la tolerancia,
ya que promueve un drenaje continuo de antigenos derivados de la luz intestinal hacia los
GLMs. Este transporte se produce tanto en condiciones homeostaticas como durante
alteraciones, por lo que el sistema linfatico puede también contribuir directamente al
desarrollo de inflamaciones en intestino. Comprende dos vias independientes entre si: la
primera formada por los conductos denominados “lactiferos” o “lacteales”, que colectan linfa
derivada de las microvellosidades y conductos presentes en la submucosa; la segunda
comprende conductos presentes en la capa muscular de la pared del intestino. Ambos
sistemas vierten sus contenidos en una red de colectores finales que drenan la linfa
directamente a los GLM. En general, los linfaticos que componen tanto los lactiferos como
los conductos localizados en la submucosa carecen de células musculares lisas. Debido a
esto, su llenado o vaciamiento depende exclusivamente de fuerzas extrinsecas como el
peristaltismo, su coneccion con el tejido adyacente y las uniones célula-célula. Por el
contrario los vasos colectores poseen células lisas y valvulas, lo que permite la conduccion
deliverada de la linfa mediante mecanismos coordinados de contraccion y relajacion (Figura

2).
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2014.

En cuanto a las CPA presentes en mucosa intestinal, la expresion de CD103 junto con la
integrina CD11b (aM) define dos subpoblaciones de CDi: CD103°CD11b" y CD103"
CD11b™ que difieren tanto en la expresion de receptores de quimioquinas como de receptores
de reconocimiento de patdogenos como los receptores tipo Toll (TLRs), lo que explica las
diferencias en su localizacion y capacidad de censar y responder a distintos tipos de
microorganismos (Figura 3). Las CDi CD103" residen en estrecho contacto con el epitelio
del intestino (Hussain & Pan, 2015) y pueden capturar los antigenos mediante la extension
de dendritas directamente hacia la luz del intestino (Froy & Chapnik, 2007), o mediante la

captura de antigenos luminales que entran en la LP por otros medios, por ejemplo a través de
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las células caliciformes o goblet (Froy & Chapnik, 2007; Kohsaka & Bass, 2007). Ademas
de las CD103", en LP reside una poblacion de células fagociticas CD103™ que expresan
también el receptor de la quimioquina CX3CL; o “fractalquina” (CX3CR}). Mientras que la
mayoria de este grupo estd compuesta por células derivadas de monocitos CX;CR ;e
CXCR3" residentes de tejido y no inflamatorias, hay ademdas una subpoblacién minoritaria

de CDi CD103" CX3CR;™ CCR2" (Farache, Zigmond, Shakhar, & Jung, 2013).
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Figura 3. Células dendriticas intestinales. Adaptado de Chang y col., 2013.

Una seal clave en la inmunidad intestinal es la vitamina A (ViA) (Lovett-Racke & Racke,
2002) obtenida a través de la dieta, que es convertida localmente a 4cido retinoico (AR) por

las células epiteliales del intestino delgado (McDonald et al., 2012), células estromales
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locales (Vicente-Suarez et al., 2015) a través de la actividad enzimatica de la alcohol
dehidrogenasa (ALDH) y la retinaldehido dehidrogenasa (RALDH) (Manicassamy et al.,
2009). El AR junto con otras sefiales como el factor de crecimiento transformante (TGF[3)
son necesarias para la induccion de células T regulatorias Foxp3™ en GLM (Mucida et al.,
2009) (Coombes et al., 2007; Elias et al., 2008). Una poblacién de CDi CD103" migratorias
presenta gran capacidad de generar AR (Kang, Lim, Andrisani, Broxmeyer, & Kim, 2007).
Su rol en el desarrollo de la tolerancia hacia antigenos provenientes de la dieta resulta crucial
ya que participan activamente en la induccion de poblaciones regulatorias Foxp3™ (Rescigno,
2009) asi como en la expresion de receptores de homing sobre la superficie de los linfocitos
una vez inducida su activacion. Mientras que la mayoria de las células regulatorias Foxp3 ™
de intestino delgado parecen desarrollarse en respuesta a antigenos de la dieta, las células

regulatorias en colon son inducidas en respuesta a la microbiota (Nishio & Honda, 2012).

La expresion selectiva de moléculas homing ocurre en sitios inductivos especificos de la
mucosa intestinal como PP o GLM. La expresion de CCR9 y la integrina o7 sobre linfocitos
T CD4" y CDS8" luego de su activacion promueve su relocalizacion en la LP, particularmente
en intestino delgado proximal (Campbell & Butcher, 2002; Stenstad et al., 2006; Stenstad,
Svensson, Cucak, Kotarsky, & Agace, 2007; Svensson et al., 2002). Por el contrario, el
receptor GPR5 acoplado a la proteina G promueve el reclutamiento de células T efectoras y
reguladoras en LP colonica (Kim et al., 2013; L. P. Nguyen et al., 2015)de CCR9, no esta
claro donde y de qué forma este receptor es adquirido por las células T, aunque se especula

que podria ocurrir en las placas colonicas B(Habtezion, Nguyen, Hadeiba, & Butcher, 2016).

1.3.Ritmos Biolégicos

Practicamente toda la vida en la tierra esta expuesta a cambios ciclicos del ambiente
generados por la rotacion del planeta que se suceden casi cada 24 hs (circadiano). Estos
cambios han impulsado el desarrollo de relojes bioldgicos moleculares que permiten a los
organismos anticiparse y adaptarse a cambios temporales de su medio ambiente (Balsalobre,
2002). El ciclo sueno-vigilia es quizas el ritmo circadiano mejor conocido, pero muchos otros
sistemas fisiologicos estdn bajo control circadiano, incluyendo el comportamiento, la

actividad locomotora, la temperatura corporal, los sistemas cardiovascular, digestivo y
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endocrino y las funciones metabolicas e inmunes (Bedrosian, Fonken, & Nelson, 2016;
Blancas-Velazquez, Mendoza, Garcia, & la Fleur, 2017; Cao & Wang, 2017; Green,
Takahashi, & Bass, 2008; Hussain & Pan, 2015; Labrecque & Cermakian, 2015; Panda,
2016).

En los mamiferos los procesos biologicos claves son coordinados por relojes endégenos
autobnomos presentes en todas las células del organismo (Balsalobre, 2002). El mejor
caracterizado es el “master clock” localizado en los ntcleos supraquiasmaticos del
hipotalamo (Yan & Okamura, 2002), aunque en la periferia se han descripto otros relojes que
sincronizan la expresion de genes vinculados a la actividad tejido-especifica dependientes de
sefales presentes en cada entorno (Balsalobre, 2002). Tanto el sincronizador central como
los periféricos estan organizados en circuitos de transcripcion de genes autorregulables y
traduccion de proteinas que sufren fluctuaciones circadianas en su propia expresion (Figura
4). Esta maquinaria molecular incluyen los genes de los factores de transcripcion Clock y
Bmall y varios genes como Periodo (Per) 1, 2 y 3, criptocromo (Cry) 1 y 2 y receptores
nucleares como Rev-erb, RORs y PPAR (Green et al., 2008) . Los receptores nucleares Rev-
erba, RORs y PPAR (Green et al., 2008), forman parte de la familia de los receptores
huérfanos, y son activados por moléculas enddgenas (provenientes del metabolismo) o
exdgenas (derivadas de alimentos); actuan como factores de transcripcion y controlan grupos
de genes involucrados en distintas vias regulatorias (Teboul, Grechez-Cassiau, Guillaumond,

& Delaunay, 2009).
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Figura 4. Organizacion jerarquica del reloj circadiano con un reloj central ubicado en el nucleo
supraquiasmatico y relojes periféricos localizados en 6rganos especificos. Cada uno de estos relojes
estd coordinado molecularmente por una maquinaria de genes denominados en conjunto Master

Clock. Adaptado de Kondratova y Kondratov, 2012.

Se cree que la coordinacion circadiana de los procesos fisiologicos optimiza las funciones
metabolicas del organismo. En este contexto mientras que los ciclos de luz:oscuridad
sincronizan al reloj central, los ciclos de ayuno:ingesta representarian sefiales predominantes
para los relojes periféricos e implicaria ajustes metabdlicos y hormonales coordinados para
mantener el aporte nutricional y la homeostasis a lo largo del dia (Bron & Furness, 2009;
Feillet, Albrecht, & Challet, 2006). Asi, se ha demostrado que la ingesta en momentos
inapropiados perturba la organizacion circadiana provocando cambios metabolicos adversos
y contribuyendo al desarrollo de patologias cronicas (Challet, 2014; Grosbellet et al., 2016;
Hatori & Panda, 2015; Longo & Panda, 2016; Potter, Cade, Grant, & Hardie, 2016; Wu et
al., 2015).

Diferentes trabajos realizados con modelos animales y en humanos han evidenciado
variaciones ciclicas diarias en las funciones del TGI (Hussain, 2014; Hussain & Pan, 2015;
Mendoza, Graff, Dardente, Pevet, & Challet, 2005; Moore et al., 2014; Pacha & Sumova,
2013; Pan & Hussain, 2009; Yoshida, Aoki, Tanaka, Aoyama, & Shibata, 2015) que podrian
ser controladas activamente por un reloj bioldgico local. En el caso del intestino, los
alimentos, metabolitos derivados de nutrientes o bien hormonas dependientes de la ingesta
serian las sefiales del lumen candidatas para la sincronizacion de la actividad intestinal
(Kohsaka & Bass, 2007). En el TGI del raton, se ha demostrado la presencia de los genes del
reloj circadiano en el epitelio y base de las criptas, en las células de Paneth, y en el plexo
mioentérico (Hoogerwerf et al., 2007) y se ha determinado que un 3,7% de los genes del
colon distal se expresa ritmicamente (Hoogerwerf et al., 2008). Aunque atn no se conoce
con detalle la contribucién de los ritmos a la fisiologia intestinal, se postula que alteraciones
en este ritmo se asociarian a distintos desérdenes metabodlicos (Duez & Staels, 2008a, 2008b;
Hussain & Pan, 2015), procesos gastrointestinales inflamatorios y cancer (Hoogerwerf et al.,

2007; Sahar & Sassone-Corsi, 2009). La importancia de un reloj bioldgico que sincroniza la
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funcion intestinal se evidencia en ratones mutantes Clock-/- en los que se encuentra
aumentada la absorcion de lipidos y carbohidratos a lo largo del dia y disminuida la absorcion

de péptidos, lo que conlleva al desarrollo de trastornos metabdlicos (Marcheva et al., 2010).

En cuanto al sistema inmune asociado a la mucosa gastrointestinal se ha confirmado la
expresion ritmica de los genes del reloj en 6érganos como GLM (Keller et al., 2009), células
como epitelio (Mukherji, Kobiita, Ye, & Chambon, 2013) y macrofagos (Hayashi, Shimba,
& Tezuka, 2007; Keller et al., 2009) o moléculas asociadas al reconocimiento de patdgenos
(Froy & Chapnik, 2007) o factores protectores de la mucosa (Johns, Newton, Westley, &
May, 2005). Ademas, factores trefoil o péptidos antimicrobianos como las defensinas, se
liberan con ritmicamente, principalmente en horas de la madrugada (Froy & Chapnik, 2007).
Se cree que este ritmo intrinseco repercutiria directamente en la funcionalidad del TGI y en
la eficacia de la respuesta inmune, posibilitando la continua re-generacion de mediadores que
participan en la proteccion de la mucosa (Bron & Furness, 2009). La expresion de este gran
conjunto de factores de manera ritmica y no continua, optimizaria la proteccion de la mucosa
intestinal proporcionando mayor plasticidad en caso de estimulos agudos y posibilitando al

sistema inmune la anticipacion en las respuestas requeridas (Bron & Furness, 2009).

Se ha descripto que distintos parametros relevantes para la respuesta inmune innata y
adaptativa como el trafico de células, la susceptibilidad a infecciones y al choque séptico
mediado por endotoxinas, la expresion de receptores de reconocimiento de patrones y sus
vias de sefalizacion, la fagocitosis, la secrecion de complemento y factores de coagulacion
y la produccion de citoquinas y quimioquinas oscilan de manera circadiana (K. L. Adams,
O. Castanon-Cervantes, J. A. Evans, & A. J. Davidson, 2013; O. Castanon-Cervantes et al.,
2010; Hayashi et al., 2007; Keller et al., 2009; Liu et al., 2006; Mukherji et al., 2013;
Paladino, Leone, Plano, & Golombek, 2010; Wang et al., 2016).

Se ha demostrado que el reloj molecular del huesped influye en la composicién de la
microbiota intestinal (C. A. Thaiss et al., 2014) y que la microbiota intestinal afecta al reloj
molecular del huésped (Leone et al., 2015). Los ratones libres de gérmenes que carecen de
microbiota intestinal exhiben diferencias significativas en la expresion de redes de genes
metabolicos en el higado y de los genes del reloj circadiano en el cerebro, cuando se los

compara con ratones convencionales. Sorprendentemente, la microbiota intestinal también
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sufre oscilaciones funcionales que afectarian la fisiologia del huesped (C. A. Thaiss et al.,
2016). Utilizando enfoques multi-Omicos estos autores demostraron que la microbiota
intestinal presenta una localizacion biogeografica oscilante y patrones metabolicos que
determinan la exposicion ritmica del epitelio intestinal a diferentes especies bacterianas y sus
metabolitos a lo largo de un dia. Este comportamiento microbiano induce la programacion

de las oscilaciones transcripcionales, epigenéticas y de los metabolitos del huésped.

La mayoria de los genes de mamiferos exhiben fluctuaciones diarias en su expresion,
haciendo de los ritmos circadianos la mayor red reguladora conocida en la fisiologia normal
(Longo & Panda, 2016). La expresion circadiana de moléculas genera la sincronizacion entre
células y tejidos y los ritmos intracelulares e intercelulares optimizan la fisiologia del
huesped, debido a que producen la coordinacion temporal de distintos procesos simultdneos.
En base a esta conceptualizacion, en esta tesis nos propusimos evaluar el caracter integrador
de los ritmos circadianos en la fisiologia intestinal y aportar una nueva perspectiva para la

comprension de la actividad inmune en un escenario de maxima complejidad.
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En base a lo anteriormente descripto nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizamos la presencia de ritmos biologicos en sitios inductivos de la inmunidad
intestinal.

2. Establecer si deficiencias en componentes del reloj molecular o cambios en los ciclos
de luz-oscuridad resultan en alteraciones en la funcion del sistema inmune intestinal.

3. Establecer el efecto de las oscilaciones circadianas en la induccion de tolerancia oral

hacia antigenos provenientes de la dieta.
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Resultados I
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Capitulo 2-Resultados I

Distintos estudios realizados tanto en modelos animales como en humanos han demostrado
oscilaciones circadianas en las funciones del TGI que podrian ser controladas activamente
por un reloj biologico local (Hussain, 2014; Hussain & Pan, 2015; Mendoza et al., 2005;
Moore et al., 2014; Pacha & Sumova, 2013; Pan & Hussain, 2009; Yoshida et al., 2015). En
ratones se han descripto diferentes componentes del reloj circadiano en el epitelio y en el
plexo mioentérico (Hoogerwerf et al., 2007) y mediante la utilizaciéon de técnicas de
microarray, se ha determinado que un 3,7% de los genes en el colon distal se expresa

ritmicamente (Hoogerwerf et al., 2008).

La importancia de contar con un reloj bioldgico que sincronice la funcidn intestinal se hace
evidente en ratones deficientes para Clock, uno de los genes del reloj, ya que en estos
animales el intestino absorbe mayores cantidades de lipidos y carbohidratos y menores
cantidades de péptidos a lo largo del dia, lo que conlleva a la aparicion de trastornos

metabolicos (Hussain & Pan, 2009; Pan & Hussain, 2009).

En cuanto al sistema inmune asociado al TGI se ha confirmado la expresion ritmica de alguno
de los genes del reloj en tejido linfoide (Keller et al., 2009), en células epiteliales (Mukher;ji
et al., 2013), macréfagos (Hayashi et al., 2007; Keller et al., 2009) y linfocitos (Fortier et al.,
2011). Ademas, moléculas asociadas al reconocimiento de patogenos como los TLR y
receptores tipo NOD (dominio de oligomerizacion de nucledtidos) (Froy & Chapnik, 2007)
o factores trefoil que actuan como protectores de la mucosa (Johns et al., 2005), tienen una

expresion ritmica.

Este ritmo intrinseco repercutiria directamente en la funcionalidad del TGI y en la eficacia
de la respuesta inmune, posibilitando la continua re-expresion de factores que participan en
la proteccion de la mucosa (Bron & Furness, 2009). Ademas, en el caso del intestino, seiales
del lumen como los alimentos, metabolitos derivados de nutrientes o las hormonas liberadas
durante la ingesta serian las candidatas para la sincronizacion de la actividad intestinal

(Kohsaka & Bass, 2007).
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Expresion relativa

En una primera etapa caracterizamos la presencia de ritmos biolodgicos en sitios inductivos

de la inmunidad intestinal evaluando:

1. La expresion de genes del reloj como Bmall y Per2 en células totales de GLM.

2. La célularidad y las subpoblaciones leucocitarias presentes en sitios especificos de
induccion de la respuesta inmune en intestino a lo largo de 24 hs.

3. La presencia de sefiales que coordinan el trafico leucocitario durante este periodo.

4. La produccion de citoquinas en distintos sitios y 6rganos de la mucosa intestinal a lo
largo de 24 hs.

5. El microambiente de los sitios inductivos de la mucosa intestinal a distintos tiempos

del dia mediante el analisis estadistico multivariado.

2.1. Componentes moleculares del reloj circadiano son expresados en GLM

La expresion de los genes del reloj Per2 y Bmall se determin6 por real time PCR en GLM
de animales WT de 2-3 meses de edad mantenidos en condiciones estandares de 12:12
luz:oscuridad (LD). En este trabajo se definid al inicio de la fase luminica (7 a.m.) como
ZT=0 (por Zeitgeber time). Las muestras fueron obtenidas a los ZT5, 11, 17 y 23 que

corresponden a las horas 12, 16, 24 y 6, respectivamente.

Los niveles totales de expresion de Bmall a lo largo de un dia (24 hs) fueron
significativamente mayores a los encontrados para Per2 (Figura SA, p<0,05). Por otra parte
lado Per2 mostré6 una modesta oscilacion con valores menores a los ZT11/23 y mayor

expresion a ZT5/17 mientras que Bmall mantuvo niveles similares entre los ZT5 a 23 (Figura
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Figura 5. Expresion de genes del reloj en GLM. Se extrajo RNAm de ratones WT en ciclos de 12:12 LD
cada 6 hs a lo largo de un dia. Por real time PCR se determiné la expresion total de los genes del reloj Bmall
y Per2 enun dia (A) o a distintos tiempos a lo largo de 24 hs (B). Los datos se relativizaron con la expresion
del gen Gapdh y se expresaron como medias o valores individuales. Expresion de Bmal1/24 hs vs. Per2/24

hs. * p<0,05.

2.2. El numero de células totales y de subpoblaciones linfocitarias en GLM fluctia a

lo largo del tiempo

Trabajos previos han descripto oscilaciones diarias en distintas poblaciones de leucocitos en
sangre periférica tanto en humanos como en ratones (Dimitrov et al., 2009; Druzd, de Juan,
& Scheiermann, 2014; Scheiermann, Kunisaki, & Frenette, 2013) (Arjona & Sarkar, 2006b;
Scheiermann et al., 2013) (Labrecque & Cermakian, 2015). Més atn, tanto células de la
inmunidad innata (macrofagos y CDs) como de la inmunidad adaptativa (linfocitos B y T)
poseen los componentes moleculares del reloj circadiano (Bollinger et al., 2009; Hemmers
& Rudensky, 2015; A. C. Silver, Arjona, Walker, & Fikrig, 2012). En base a estos
antecedentes nos propusimos determinar la celularidad de PP y GLM cada 6 hs a lo largo del

dia en ratones WT mantenidos en ciclos de 12:12 LD.
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Figura 6. Celularidad en sitios inductivos a lo largo de un ciclo de 24 hs. Se analiz6 el nimero absoluto de
leucocitos en PP y GLM en ratones WT normales a los ZT5,11,17 y 23. Los datos son medias £+ SEM de
n=7-12/horario. Los datos se normalizaron considerando un nimero de 5 PP/ raton y el peso del 6rgano en

gramos para los GLM. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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En ambos tejidos se observaron variaciones en el recuento leucocitario (Figura 6). En PP
observamos valores menores al ZT23 con una ligera tendencia a aumentar al ZT17 en tanto
que en GLM se observo una clara oscilacion con valores mayores a los ZT5 y 17 y minimos

alos ZT11 y 23.

De igual modo, se determind el porcentaje y nimero absoluto de subpoblaciones de linfocitos
B CD19" y linfocitos T CD4" 0o CD8" en sitios inductivos mediante citometria de flujo. En
PP (Figura 7) vario la frecuencia de las células CD19", con un incremento durante el periodo
luminico (ZT5; p<0,001) mientras que los linfocitos CD4" se encontraron aumentados en

nimero absoluto durante la fase nocturna (ZT17, p<0,05).

% Linfocitos CD4 *

N° absoluto de LB/gr

Figura 7. Porcentaje y numero absoluto de poblaciones linfocitarias en PP a lo largo de un ciclo de 24 hs.
Se analizaron las subpoblaciones de LB CD19*, LT CD4* y LT CD8" alos ZT5, 11, 17 y 23 en ratones WT
normales mediante citometria de flujo. Los datos (% y N° absoluto x 10°) fueron normalizados considerando

un numero de 5 PP por raton y se expresaron como medias = SEM; n=3-5 /horario. * p<0,05; *** p<0,001.

En GLM (Figura 8) se observo un aumento significativo tanto en el porcentaje como en el
numero absoluto de células CD19" al final de la fase luminica (ZT11) mientras que el nimero
absoluto de las células CD4" y CD8" se encontré significativamente aumentado durante la

fase diurna (ZT5)
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Figura 8. Porcentaje y nimero absoluto de poblaciones linfocitarias en GLM a lo largo de un ciclo de 24 hs.
Se analizaron las subpoblaciones de LB CD19*, LT CD4" y LT CD8" a los ZT5, 11, 17 y 23 en ratones WT
normales mediante citometria de flujo. Los datos (% y N° absoluto x 10°) se normalizaron por gramo de

tejido y se representaron como medias £ SEM de n=8/horario.* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Estos resultados muestran una oscilacion circadiana en la celularidad y las subpoblaciones
linfocitarias en los sitios inductivos de la inmunidad intestinal que podria ser relevante en la

generacion de las respuestas efectoras.

2.3. Evaluacion de seiiales que coordinan el trafico leucocitario a lo largo del dia

Para comprender mejor los mecanismos responsables de las marcadas variaciones en las
subpoblaciones linfocitarias observadas en los GLM, estudiamos una de las sefiales que
podrian estar participando en el reclutamiento diferencial de estas células. En tejido total de
GLM obtenido a distintos tiempos evaluamos por Western blot los niveles de la quimioquina

CCL21, uno de los ligandos del receptor CCR7 expresado tanto por linfocitos como por CDs.
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De manera consistente con lo observado en la celularidad, encontramos oscilaciones en los

niveles de esta quimioquina con mayores niveles a los ZT11 y 23 (Figura 9).
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Figura 9. Expresion de la quimioquina CCL-21 en GLM a lo largo de un ciclo de 24 hs. Se analizaron los
niveles de CCL21 en homogenato de GLM alos ZT5, 11, 17 y 23 en ratones WT normales mediante Western

blot. Los datos se normalizaron con la expresion de B-actina. Medias £ SEM de n=3-5 /horario.* p<0,05.

2.4. El estado de activacion de las poblaciones linfoides presentes en GLM cambia a

lo largo de 24 hs

El marcador CD62L es una molécula de adhesion celular que se expresa sobre la superficie
de los linfocitos naive o de memoria central, permitiendo su unidn con el endotelio vascular
y posterior ingreso al tejido linfoide. En los GLM, debido a la interaccion con CPA
profesionales, los linfocitos pueden activarse de manera antigeno especifica y como
consecuencia disminuir los niveles de CD62L conforme aumenta la expresion de la molécula
CD69. Esta ultima no so6lo es un marcador de activacion linfocitaria temprana sino que esta

relacionada con un arresto de la célula en el tejido linfoide secundario donde se ha activado.

Estudiamos entonces si el estado de activacion de los linfocitos en GLM variaba a lo largo
de 24 hs. Mediante citometria de flujo evaluamos la proporcion de linfocitos T CD4" 0 CD8"
CD62L" (naive o de memoria central) y CD62L" (efectores o de memoria efectora) en

animales WT expuestos a condiciones estandares de luz-oscuridad (Figura 10).
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Figura 10. Estado de activacion de linfocitos T en GLM a lo largo de un periodo de 24 hs. Linfocitos CD4"
CD62L" (A) o CD62L (B) y CD8" CD62L" (C) o CD62L- (D) que expresan o no el marcador CD69 en
GLM de animales expuestos a condiciones estandares de luz-oscuridad durante un periodo de 24 hs. Los
valores se normalizaron por gramo de tejido y se representaron como N° absoluto x10%; media = SEM de

n=8/horario.* p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

Tanto los linfocitos CD4"'CD62L" como los CD4"'CD62L" mostraron oscilaciones a lo largo
de las 24 hs, con mayor nimero absoluto a los ZT5/17 hs y minimo al inicio de la fase
nocturna (ZT11). Sin embargo en ambos casos la menor activacion de células, evaluada a

través de la expresion de CD69, se observo al ZT5.

En cuanto a los linfocitos CD8", observamos un menor numero de células CD62L"CD69*
durante la fase diurna (ZT5) mientras que los CD62L"CD69™ mostraron un significativo

incremento al ZT5 y luego disminuyeron previo al inicio de la fase nocturna. Es interesante
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descatar también que los linfocitos CD8'CD62L"CD69 permanecieron constantes a lo largo

del dia al igual que los CD8"CD62L"CD69".

2.5. Células regulatorias CD4* Foxp3* oscilan de manera circadiana en GLM

Considerando el papel fundamental de las células regulatorias CD4 "Foxp3 " en la homeostasis
intestinal y en la induccion y mantenimiento de la tolerancia hacia antigenos de la dieta y de
la microbiota, analizamos también la proporcion de esta subpoblacion a lo largo de un

periodo de 24 hs (Figura 11).

% Foxp3+
Ne absoluto x108/gr

Figura 11. Porcentaje y nimero absoluto de células regulatorias evaluadas en GLM a lo largo de un periodo
de 24 hs. Se analizaron células CD4" Foxp3* de animales Foxp3-GFP mantenidos en condiciones
estandares de luz-oscuridad mediante citometria de flujo. Los datos se expresaron como N° absoluto x 10°

y se normalizaron por gramo de tejido; medias + SEM de n=3/horario. * p<0,05.

De manera similar a lo observado con las poblaciones de linfocitos T y B, encontramos
oscilaciones en los recuentos de células regulatorias a lo largo del dia con valores minimos
durante la noche (ZT17 y 23) y maximos en el dia (ZT5 y 11) tanto en porcentaje como en

namero absoluto.
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2.6. La frecuencia de linfocitos que expresan receptores de homing oscila en los GLM

Analizamos también si existen oscilaciones a lo largo del dia en la capacidad de las distintas
poblaciones de linfocitos de recircular a los sitios efectores (homing). Para ello evaluamos
mediante citometria de flujo la expresion de los receptores de homing asf7 y CCR9 en

linfocitos B CD19" y T CD4"y CDS".
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Figura 12. Receptores de homing en linfocitos de los GLM a lo largo de un periodo de 24 hs. En ratones

WT expuestos a condiciones estandares de luz-oscuridad se analizd mediante citometria de flujo la
expresion de CCR9 y a4f37. Los datos se normalizaron por gramo de tejido y se representaron como N°

absoluto x 10°; medias £SEM de n=8/horario. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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En linfocitos B encontramos oscilaciones circadianas en la expresion de estos receptores con
un aumento significativo en células asf7 "al ZT17 y de células CCR9"al ZT11 . Los linfocitos
T mostraron un patron diferente con maximos al ZT5 y minimos al ZT11 en células a4B7,

CCR9" y en las que expresaron ambos receptores (0sf7 "CCR9") (Figura 12).

2.7. La produccion de citoquinas varia a lo largo de 24 hs en la mucosa intestinal

La existencia de un reloj biologico en sitios inductivos sugiere una regulacion temporal de
las funciones en este tejido. Nos preguntamos entonces si la produccion de citoquinas estaria
sujeta a esta regulacion. Para ello se evaludé mediante ELISA la produccion de citoquinas
anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10), pro-inflamatorias (IFNy, IL-17 e IL-23) o relevantes en la
inmunidad de mucosas (IL-22) en sobrenadantes de cultivos de células de sitios inductivos

obtenidas a los distintos tiempos y estimuladas con anti-CD3/anti-CD28 durante 48 hs.
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Figura 13. Produccion de citoquinas en sitios inductivos a lo largo de un ciclo de 24 hs. Células mononucleares
se estimularon con antiCD3/antiCD28 por 48 hs. En el sobrenadante se midi6 la produccion de las distintas
citoquinas por ELISA en A) PP y B) GLM. Los resultados se muestran como medias = SEM de n=10/horario
para PP y n=3-5 para GLM.* p<0,05; ** p<0,01, ***p<0,001.

La produccion de citoquinas mostrd variaciones significativas a los distintos tiempos tanto
en PP como en GLM. En PP se encontré un aumento significativo tanto de IFNy como de
IL-10 durante la fase oscura aunque el IFNy precedi6 a la citoquina regulatoria en 6 horas: el
aumento en IFNy ocurri6 al ZT 17 en tanto que IL-10 estuvo aumentada al final de la fase
oscura (ZT23). En GLM, las citoquinas anti-inflamatorias mostraron una tendencia a
mayores niveles alrededor del ZT5 que fue significativa para la IL-10, para las citoquinas
pro-inflamatorias, la producciéon tuvo una clara tendencia a incrementar al ZT11 y fue
significativa para la IL-23 en la fase oscura (Figura 13 B). Los niveles de IL-22 estuvieron

incrementados durante la fase luminica, aunque ésto no fue significativo.
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2.8. Analisis Multivariado

Las oscilaciones significativas detectadas en distintos pardmetros, especialmente en los
GLM, mostraron la influencia de los ritmos bioldgicos en la homeostasis del sistema inmune
de mucosas. Sin embargo el elevado nimero de variables estudiadas (poblaciones, estados
de activacion, expresion de moléculas homing, produccion de distintas citoquinas, seiales de
reclutamiento) excede los alcances de la estadistica convencional. Para subsanar esta
limitacién y avanzar en la interpretacion holistica y la comprension de las implicancias
funcionales de la regulacion temporal de la inmunidad intestinal planteamos un andlisis
multivariado. Por este motivo, y con un disefio experimental adecuado (ver M&M), se
estudié un conjunto de 17 pardmetros entre los que se incluyeron células y mediadores
muestreados a los ZTS5, 11, 17 y 23 para realizar en primera instancia un analisis de
componentes principales (Macpherson & Uhr, 2004)Esta prueba explora un hiperespacio
definido por la cantidad total de variables estandarizadas incluidas en el analisis. Como no
es posible la realizacion de una representacion clara de este espacio de varias dimensiones,
se utiliza un grafico de bi-plot donde se muestran como componentes principales
(Macpherson & Uhr, 2004) los ejes sintéticos que mayor porcentaje de variabilidad total

explican. El grafico resultante del andlisis estadistico se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Grafico de andlisis de componentes principales empleando 17 variables clasificatorias evaluadas

en GLM de animales WT a 4 tiempos. Grafico biplot de los dos primeros componentes principales.

Como se observa, el CP1 permitio explicar un 65,5% de la variabilidad total presente en los
datos en tanto que el CP2 explico el 27,8%. De manera interesante, el andlisis del conjunto
de variables para el total de individuos determiné la distribucion en grupos diferentes que se
correspondieron con los 4 tiempos de muestreo realizados. En conjunto, este resultado indica
que para este sitio inductivo de la mucosa intestinal, la conformacién y el microambiente no

son los mismos a lo largo del dia.

El anélisis de componentes principales nos permitié ademas conocer la contribucion en valor
absoluto de cada variable sobre los CP1 y CP2 (analisis de autovectores) y seleccionar
aquellas de mayor aporte. Asi, como se observa en la Tabla 1, la celularidad total x10%mg
de tejido, el numero de células totales CD4" y CD8", el niimero de linfocitos CD8"
asP7"CCRY y CD8" auP7 " CCRY" son aquellas variabes que mas contribuyen al CP1 en tanto
que el nimero de células CD4"CD69"'CD62L", CD4"'CD69"CD62L", el nimero de linfocitos
CD8'CD69'CD62L "y la IL-17 son las que mayor aporte hicieron al CP2 .

Posteriormente utilizando 4 variables seleccionadas a partir del ACP se realizé un andlisis
discriminante lineal (ADL). Estas 4 variables se seleccionaron a partir del ACP en funcion
(1) al peso en valor absoluto de cada variable sobre el CP1 y el CP2 y (ii) su relevancia
bioldgica. Asi, para el CP1 seleccionamos el namero de linfocitos CD4" y CD8" totales
mientras que para el CP2 se seleccion6 el numero de células CD4"CD69'CD62L" y la IL-17.
El ADL a partir de estas 4 variables seleccionadas, permiti6 definir 4 subgrupos con rangos
de distribucion propios delimitados por las elipses de prediccion correspondientes (Figura
15), mostrando que efectivamente a lo largo del dia el GLM presenta capacidades funcionales
diferentes. Estas diferencias fueron mayores a los ZT5 y 11 hs, mientras que los horarios de

transicion ZT23 y ZT17 resultaron similares entre si.
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Tabla 1: Valor de autovectores del analisis de componentes principales

Variable CP1 CP2
10%/mg tejido GLM 0,29 0,11
CD4* (totales) 0,29 0,08
CD4* CD69" CD62L- 0,04 0,46
CD4* CD69* CD62L* -0,18 0,36
CD4* CD69 CD62L"* 0,28 0,14
CDS8* (totales) 0,29 -0,05
CD8" CD69" CD62L- 0,06 0,44
CD8* CD69* CD62L* -0,27 0,2
CD8" CD69" CD62L* 0,25 0,24
CD4" a4p7* CCRY 0,28 -0,08
CD4* a4p7* CCRY* 0,25 -0,25
CD4* a4p7* CCRY* 0,26 -0,01
CD8* a4p7* CCRY 0,29 -0,09
CD8* a4p7* CCRY* 0,29 -0,1
CDS8* a4p7* CCRY* 0,25 -0,02
IFNy -0,23 -0,28
IL-17 -0,04 04

Correlacion cofenética=0,992;  En italica: variables del CP1 y CP2 seleccionadas para el ADL
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Figura 15. Andlisis discriminante lineal para las variables nimero de linfocitos CD4" totales, CD8" totales,
CD4" CD69* CD62L" e IL-17 evaluados a los ZT5, 11, 17 y 23 en GLM. El eje candnico 1 explica el
70,44% de la varianza mientras que el eje candnico 2 explica el 28,1%. En el grafico se delimitaron con

una elipse de confianza los casos de cada ZT.

Por otro lado, a partir del ADL se obtuvo la funcion discriminante que permite clasificar

nuevo casos en uno de los grupos definidos por el analisis (Tabla 2).

Tabla 2. Funciones discriminantes con datos estandarizados.

Variable Coceficiente EC1 Cocficiente EC2
1L-17 -0,25 -0,37
CD4" (totales) -1,84 0,87
CD8" (totales) 0,69 -2,64
CD4" CD69* CD62L" 0,65 1,88
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Asi, dado un nuevo caso “X” del que se conozcan los valores de los parametros 1L-17,
CD4" totales, CD8" totales y CD4"'CD69 CD62L" en GLM, se podra clasificar en alguno de

los 4 subgrupos segun la siguiente expresion matematica:

ECI = (-0,25 ) IL-17+ (-1,84) CD4" totales+ (0,69) CD8" totales+ (0,65) CD4* CD69* CD62L-
EC2=(-0,37 ) IL-17+ (0,87) CD4" totales+ (-2,64) CD8" totales+ (1,88) CD4" CD69" CD62L"
Es importante destacar que los coeficientes de la funcion discriminante encontrados para
cada variable analizada presentaron una tasa de error aparente del 5,26% (Tabla 3), lo que
da cuenta de la robustez (es decir los estimadores no son afectados por variaciones

pequefias) y la predictibilidad del modelo.

Tabla 3. Clasificacion cruzada (tasa de error aparente) de la funcién discriminante.

Grupo | 23 5 11 17 Total | Error (%)
23 5 0 0 0 5 0
5 0 5 0 0 5 0
11 1 0 4 0 5 20
17 0 0 0 4 4 0
Total 6 5 4 4 19 5,26

Por lo tanto, podemos concluir que en condiciones basales el sistema inmune de la mucosa
intestinal esta influenciado por un reloj bioldgico local que determinaria diferentes

condiciones que podrian afectar la respuesta a distintos estimulos a lo largo del dia.
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Capitulo 3-Resultados 11

La interrupcion del reloj circadiano es una caracteristica moderna de la alteracion en el estilo
de vida y es especialmente evidente en individuos que trabajan en turnos cronicos o en
aquellos que viajan con frecuencia a través de distintas zonas horarias, experimentando el
fenomeno del "jet lag". Este nuevo conjunto de condiciones disruptivas para la fisiologia
humana se asocia con una propension a una amplia gama de enfermedades, incluyendo
obesidad, diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, susceptibilidad a infecciones y
enfermedades gastrointestinales cronicas como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa
(Archer et al., 2014; Buxton et al., 2012; Fonken et al., 2010; Suwazono et al., 2008) (Archer
y col., 2014, Buxton y col., 2012; Fonken y col., 2010; Scheer y col., 2009; Suwazono y col.,
2008). Los mecanismos por los cuales la interrupcion de la ritmicidad contribuye a estos

efectos fisiopatoldgicos siguen siendo en gran parte desconocidos.

En intestino existe un delicado balance entre los ciclos de luz-oscuridad, los habitos
alimenticios, la actividad inmune y la microbiota en el mantenimiento de la homeostasis.
Varias funciones intestinales como la absorcidon de nutrientes, la proliferacion celular, las
respuestas inmunes y las actividades metabodlicas estan ritmicamente reguladas de manera
circadiana (Hussain & Pan, 2009) y alteraciones en los genes que componen el ntcleo del
reloj circadiano resultan en disbiosis de la microbiota (Christoph A. Thaiss et al.; Robin M.

Voigt et al., 2014).

Nos preguntamos si la funcion inmune intestinal podia resultar alterada por deficiencias en
componentes del reloj o cambios en los ciclos de luz-oscuridad. Para abordar este objetivo

empleamos dos estrategias:

1. utilizacion de animales deficientes en Per2, uno de los genes del reloj (cepa Per2KO),
que se mantuvieron bajo condiciones estandares 12:12 LD, y

2. alteracion de los ciclos de luz-oscuridad en ratones de la cepa C57BL6 (Johns et al.,
2005) con exposicion a condiciones de oscuridad continua o luz continua durante 48

hs previas al sacrificio.
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3.1. Célularidad y subpoblaciones leucocitarias en sitios inductivos de ratones Per2KO a

lo largo de 24 hs

En primera instancia para establecer si la ausencia en Per?2 afectaria el numero de células
inmunes al GLM, se determiné la celularidad a los ZT5, 11, 17 y 23 en GLM de animales
Per2KO y animales WT, bajo condiciones de luz-oscuridad 12:12 LD.
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Figura 16. Celularidad en GLM en animales deficientes en Per2. A) N° absoluto de células (10%gr tejido)
en las cepas Per2KO y WT. B) Celularidad (células x10%gr tejido) por hora evaluada en animales KO
expresada como veces de cambio respecto al WT. En ambos casos los valores se normalizaron
considerando el peso del 6rgano. Los datos son medias + SEM de n=5/horario para KO y n=11-12/horario

en WT.* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

La deficiencia en Per2 modifico la celularidad en GLM, con un significativo aumento en el
numero absoluto de leucocitos comparado con los ratones WT (Figura 16 A). En ausencia de
Per2 se elimind el patron oscilante de comportamiento observado en ratones WT a lo largo
de las 24 hs. Tanto en la fase luminica como en la fase oscura, se observaron aumentos del
orden de las 10 veces, y la mayor diferencia se hizo evidente durante la transicion al periodo

nocturno (ZT11) (Figura 16B).

Estas perturbaciones también se encontraron en subpoblaciones de células T CD4" y CD8"
presentes en GLM a los distintos tiempos (Figura 17). En ratones Per2KO ambas

subpoblaciones mostraron un aumento significativo al final de la fase luminica (ZT11), en
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tanto que el nimero de LT CD4" y CD8" fue menor o similat al de ratones WT en los otros

tiempos evaluados.

Relacién CD4" KO/WT
Relacion CD8" KO/WT

Figura 17. Linfocitos CD4" y CD8" presentes en GLM de animales KO a distintos tiempos. N° absoluto
de linfocitos (x10° células) CD4" (A) o CD8" (B) en GLM a los ZT 5, 11, 17 y 23 en ratones KO y WT.
Los valores se normalizaron considerando el peso del 6rgano y se expresaron como veces de cambio
respecto al WT. Los datos son medias = SEM de n=5/horario para KO y n=11-12/horario en WT. * p<0,05;
** p<0,01.

Estos resultados muestran que fallas en la integridad del reloj molecular dada por la ausencia
de Per2 ocasiona cambios en el ingreso/egreso de los linfocitos al GLM que son de mayor

intensidad al inicio de la fase oscura del ciclo.

3.2. Produccion de citoquinas en la mucosa intestinal en animales Per2KO a lo largo de

24 hs

Considerando que la frecuencia de linfocitos se vid afectada por la ausencia de Per?2,
indagamos acerca de la funcion efectora de dichas poblaciones. Para ello, se analiz6 en el
sobrenadante de cultivo de células de GLM estimuladas con anti-CD3/anti-CD28 la

presencia de citoquinas relevantes para la inmunidad de la mucosa (Figura 18).
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Figura 18. Perfil de citoquinas producidas por ratones Per2KO. Células mononucleares de GLM obtenidas
a los distintos tiempos se cultivaron con medio (basal) o en presencia de anti-CD3 /anti-CD28 por 48 hs.
En el sobrenadante se midi6 la produccion de 1L-4, IL-17, IL-22, IL-23 e IFNy por ELISA. Los resultados
se muestran como media + SEM de n=5/horario en ratones Per2KO (izquierda) o en ratones Per2KO y WT
(derecha). Los datos son medias = SEM de n=5/horario para KO y n=11-12/horario en WT. * p<0,05; **
p<0,01.;*¥** p<0,001.

La produccion de las citoquinas 1L-4 y IL-22 fue mayor en ratones Per2KO a lo largo del dia
respecto a los animales WT. Sin embargo, los niveles de IL-4 se encontraron
significativamente aumentados al final de la fase diurna y principio de la nocturna mientras
que citoquinas pro-inflamatorias como IL-17 y la citoquina IL-22 mostraron un perfil de
expresion preferentemente diurno (ZT5). La expresion de estas citoquinas a los tiempos

mencionados fue significativamente diferente a los niveles encontrados en animales WT.

De manera consistente con la modificaciones en celularidad y poblaciones de células T
observadas en ratones Per2KO, la deficiencia en el gen del reloj produjo cambios en la

produccion de mediadores solubles de las células de GLM en respuesta a un estimulo.

3.3. Analisis Multivariado

De manera similar a lo descripto en el punto 2.8 con animales WT, se realiz6 un ALD en
animales KO considerando las mismas variables seleccionadas para los WT: CD4", CDS§",

CD4'CD69'CD62L e IL-17.

Las agrupaciones resultantes para individuos KO resultaron muy diferentes a las obtenidas
con animales WT (Figura 19). Los muestreos a los ZT5 y 23 se parecen mas entre si que los
observados para los ZT11 6 17, a diferencia de lo hallado en ratones WT en donde los
horarios de transicion (ZT11 y 23) fueron similares mientras que los ZT5 6 17 resultaron

distintos.
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Figura 19. Analisis discriminante lineal de animales deficientes en Per2. Se utilizaron las variables nimero
de linfocitos CD4" totales, nimero de CD8" totales, CD4" CD69" CD62L" e IL-17evaluados a los ZT 5,
11, 17 y 23 en GLM. El grafico representa una elipse de confianza para los individuos de una misma hora.

El eje canonico 1 explica el 73,12% de la varianza mientras que el eje candnico 2 explica el 26,77%.

Por otro lado la tasa de error aparente dada por la tabla de clasificacion cruzada para los
animales KO result6é en un 40,0%, significativamente mayor que la observada para aniamles
WT (5,26%). Es decir que la ausencia de un tinico gen del reloj circadiano (Per?) resulta en
una menor capacidad predictiva y robustez del modelo que describe el sistema inmune a los

distintos tiempos estudiados.

Tabla 3. Clasificacion cruzada (tasa de error aparente) de la funcién discriminante.

Grupo 23 5 11 17 Total Error (%)
23 3 2 0 0 5 40
5 2 2 0 1 5 60
11 1 1 3 0 5 40
17 0 1 0 4 5 20
Total 6 6 3 5 20 40

Se realizé ademas un analisis multivariado de la varianza (MANOVA) para animales WT y
KO en los distintos horarios para las variables usadas en el ADL (Tabla 4). Se encontraron
diferencias significativas entre cepas a los distintos horarios (p<0,0001). Ademas, en la Tabla

5 se muestran las comparaciones post-test de las distintas variables analizadas.

Tabla 4. Cuadro de Analisis de la Varianza (Lawley Hotelling)

F.V. Estadistico F gl (num) | gl (den) D

Hora 1,69 3,75 12 80 0,0002

Cepa 2,37 16,62 4 28 <0,0001
Hora*Cepa 2.4 5,34 12 80 <0,0001

Tabla 5. Analisis multivariado de la varianza para animales Per2KO y WT
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CDh4* CD8*

CD4" CD69*

Hora Cepa (totales) (totales) CDhe62L- IL-17 n
23 B6 88,87 68,4 2,02 244,55 5
5 B6 193,01 93,32 2,18 317,5 5
11 B6 62,23 63,93 2,22 337,55 5
17 B6 147,79 74,79 3,08 79,79 4
23 KO 70,58 64,53 2,1 42,29 5
5 KO 96,08 89,51 2,41 80,43 5
11 KO 139,68 124,94 5,21 460,82 5
17 KO 155,73 143,26 3,93 484,08 5

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05).

En ausencia del gen Per2, la variabilidad en elementos esenciales de la funcion inmune fue
menor a lo largo del tiempo lo que posiblemente resta plasticidad a la respuesta en la mucosa

en esta cepa.

3.4. Cambios en las condiciones ambientales de luz-oscuridad provocan variaciones en las

poblaciones linfocitarias en GLM y PP

Alternativamente, para establecer si las oscilaciones celulares encontradas estan
influenciadas por los regimenes de luz:oscuridad, determinamos celularidad total y
subpoblaciones linfocitarias en sitios inductivos en ratones en condiciones estandares de luz-
oscuridad (12:12 LD) o expuestos a oscuridad (grupo DD) o luz (grupo LL) constantes 48 hs
previas al sacrificio. Cabe sefalar que la intensidad de la luz medida en “lux” (unidad
derivada del Sistema Internacional de Unidades para el nivel de iluminacién) tanto para el

grupo LL como para el periodo de luz del grupo 12:12 LD fue de 360.

En cuanto a celularidad, en PP el recuento fue significativamente menor en todos los tiempos
evaluados (Figura 20), mientras que en GLM, si bien el recuento de leucocitos totales fue
menor tanto en el grupo DD como en el LL respecto a los animales controles, esta

disminucion solo resulto significativa al ZTS5 en GLM en los animales del grupo LL (p<0,05).
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Figura 20. Celularidad en sitios inductivos a lo largo de un ciclo de 24 hs con ciclos de luz-oscuridad
alterados. Numero absoluto de leucocitos en Placas de Peyer (A) y GLM (B) alos ZT 5, 11, 17 y 23 en
ratones WT bajo regimenes estandares de luz:oscuridad (12:12 LD) o bajo condiciones de oscuridad o luz
constantes durante 48 hs. Los datos se normalizaron considerando un numero de 5 placas/raton en tanto que
para los GLM se uso el peso del 6rgano. Los datos son medias + SEM de n=7-8/horario/condicion. * p<0,05;

** p<0,01, *** p<0,001.

Se estudiaron ademas las células de la inmunidad adaptativa (Figura 21). Los valores se
representaron como relaciones entre DD o LL y 12:12 LD. Notese que los signos de
significancia que aparecen en la figura 21 corresponden a la comparacion de los nimeros

absolutos de las distintas subpoblaciones entre DD o LL y 12:12 LD para cada ZT.

En PP no se observaron cambios en linfocitos CD19", mientras que para linfocitos CD4" y
CD8" en tres de los ZT evaluados la abundancia fue mayor luego de la alteracion luminica.
Ademas, se observO un aumento significativo (p<0,05) a las ZT5 y ZT17 en CD4" en
condiciones DD respecto a 12:12 LD, mientras que en CD8" hubo un aumento significativo

al ZT5 en animales expuestos a condiciones constantes de ocuridad.

En tanto que los animales expuestos a luz constantes mostraron un aumento significativo en

linfocitos By CD4+a ZT17.

En GLM solo se observaron diferencias en la proporcion de linfocitos CD19" en condiciones
DD alos ZTS y 23. Para las demas condiciones y subpoblaciones el tratamiento determiné

menor numero de células en este tejido linfoide (relaciones menores a 1).
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En cuanto al analisis estadistico, se observd un aumento significativo de LB (ZT5 y ZT23),
una disminucion significativa en linfocitos CD4" (a todos los ZT evaluados) y CD8+ (ZT35,
ZT11y ZT17) en los animales expuestos a oscuridad constante respecto a los animales 12:12
LD. En animales expuestos a luz constante las células CD4" y CD8" se comportaron de
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manera similar disminuyendo significativamente en todos los tiempos evaluados, mientras

que los linfocitos B disminuyeron al ZT11 y aumentaron al ZT23.



Figura 21. Poblaciones linfocitarias en animales expuestos a oscuridad (DD) y luz continuas (LL). Se
evaluaron las poblaciones de linfocitos B CD19" y linfocitos T CD4" y CD8" en PP (A) y GLM (B) de
ratones WT a los ZT5, 11, 17 y 23 bajo regimenes estandares de luz:oscuridad 12:12 LD, oscuridad (DD)
o luz (LL) constantes durante 48 hs. Los datos se normalizaron considerando un nimero de 5 placas/ratén
y el peso del organo para los GLM vy se representaron como veces de cambio respecto a animales 12:12
LD por hora. n=3/horario/condicion.. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,00] de la comparacion entre niimero

absoluto de DD o LL versus 12:12 LD a cada ZT.

3.5. Produccion de mediadores de relevancia en la inmunidad intestinal

Se determino también a los 4 tiempos y bajo la condicion de LL o DD la presencia de distintos
mediadores solubles importantes en la inmunidad en mucosa intestinal. En cultivo de
explanto de secciones representativas de intestino delgado se evalué la quimioquina
proinflamatoria MCP-1 (CCL2) (Figura 23). Se encontraron niveles aumentados de esta
quimioquina al inicio de la fase nocturna (ZT11) en todas las condiciones de luz-oscuridad

estudiadas.
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Figura 22. Produccion de quimioquinas en intestino delgado. Niveles de MCP-1 (CCL2) en cultivo de
explanto de yeyuno determinadas mediante ELISA en animales 12:12 LD, DD y LL alos ZT5, 11, 17y 23

hs. Los datos se expresaron como medias + SEM de n=3/horario/condicion.

Se mididé también la produccion de 6xido nitrico (ON) en los sobrenadantes de cultivo de
explantos por medio de un método colorimétrico (Reaccion de Griess). La produccion de ON
se limitd al intestino grueso y como se observa en la Figura 23, para la condicion 12:12 LD

los valores estuvieron significativamente incrementados (mas de 10 veces) a los ZT11 y
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ZT23 (p<0,001) en relacion a los ratones expuestos a LL o DD a lo largo del dia. Como se

observa en la figura la perturbacion en las condiciones luminicas determindé menor

produccién del medidor y cambios en la ritmicidad con aumento sdlamente al ZT17.
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Figura 23. Determinacion de ON evaluados en célon de animales 12:12 LD, DD y LL mediante la

Reaccion de Griess. Los datos se muestran como medias 2SEM de un n=3-4/hora. Los valores para los

animales 12:12 LD corresponden al eje de la izquierda mientras que para los animales DD o LL

corresponden al de la derecha. *** p<0,001.

También estudiamos los niveles de produccion de mucus para establecer si este componente

de la barrera protectora fisica oscila a lo largo de dia. Mediante un ensayo colorimétrico

adaptado de la bibliografia (ver M&M), estudiamos los niveles de mucinas totales en

secciones de intestino delgado y grueso obtenidas a los ZT5, 11, 17 y 23 de animales WT

mantenidos en condiciones 12:12 LD, DD o LL constantes por 48 hs. Ademas, el patron de

produccion de mucinas se encuentra alterado en los grupos DD y LL respecto a los animales

12:12 LD en intestino delgado (p<0,05).

Estos resultados muestran que la produccion de mediadores claves para la homeostasis

responde a patrones ritmicos locales y sugiere que senales del ambiente que modifican los

relojes centrales pueden afectar la liberacion de los mismos.
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Figura 24. Determinacion de mucinas a lo largo de un ciclo de 24 hs. Evaluacion colorimétrica de muestras
representativas de yeyuno (A) y colon (B) evaluadas a los ZT5, 11, 17 y 23 en animales 12:12 LD, DD y

LL. Los resultados se expresan como media + SEM, n=3-4/hora/condicion. *p<0,05.

3.6. Morfologia del intestino delgado y grueso a lo largo del dia.

Nos preguntamos entonces si los cambios en los periodos de luz-oscuridad producirian
modificaciones a nivel histoldgico en la mucosa intestinal. Para ello analizamos la morfologia
de secciones representativas de intestino delgado y grueso tefiidas con acido periddico de

Schiff/Alcian Blue (PAS/AB) o Azul de Toluidina (AT).

En la Figura 25 se muestra la arquitectura del duodeno de animales controles 12:12 LD, DD
y LL (PAS/AB) a los ZT5 y 23; en animales 12:12 LD se observo mayor abundancia de
canales prelinfaticos al finalizar la fase oscura y contracciéon de la ldmina propia, con
presencia de espacios subepiteliales al ZT23. Estas modificacione no fueron evidentes al
ZT5. En cambio en ratones LL la contraccion de la ldmina propia persistio a los dos horarios.

Cambios similares fueron observados en secciones de yeyuno e ileon.
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Figura 25. Evaluacion histologica de muestras representativas de duodeno a los ZT5 y 23 en animales
expuestos a condiciones estandares de luz-oscuridad 12:12 LD, DD o LL continua 48 hs previas al
sacrificio. Las flechas muestran el espacio subepitelial. Muestras representativas tefiidas con PAS-Alcian

Blue (20x).

Las 48 hs de exposicion a oscuridad y luz continua repercutieron marcadamente sobre la
histoarquitectura del intestino delgado. Como se observa en cortes tefiidos con el colorante
AT en la Figura 26, comparando con la morfologia de ratones 12:12 LD, las secciones de
animales expuestos a LL o DD mostraron al ZT23 una intesa vacuolizacion no sélo en la
lamina propia sino también en el interior de los enterocitos. Al ZT11 (Figura 27), las
vellosidades intestinales mostraron ademas indicios de un proceso de degeneracion tisular
(flechas rojas) en el epitelio. De manera interesante, en esta condicion también se encontraron

numerosas cé¢lulas plasmaticas en la lamina propia.

-54-



Figura 26. Duodeno ZT23. Microfotografia de vellosidades intestinales tefiidas con azul de Toluidina en
las diferentes condiciones experimentales. Aspecto morfologico normal del duodeno en el grupo 12:12 LD.

Los grupos DD y LL presentan intensa vacuolizacion del epitelio intestinal (¥*) y de la lamina propia
(flechas).
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Figura 27. Duodeno ZT11. Microfotografia de vellosidades intestinales tefiidas con azul de Toluidina en
las diferentes condiciones experimentales. Aspecto morfologico normal del duodeno en el grupo 12:12 LD.
El grupo DD presenta intensa vacuolizacion del epitelio intestinal (*) y de la lamina propia (flechas). El
grupo LL presenta numerosas células plasmaticas en la ldmina propia (flechas blancas) y el epitelio en

proceso de degeneracion (flechas rojas).

Debido a que en la condicion LL se observaron los mayores cambios, realizamos un
analisis ultraestructural mediante microscopia electronica de transmision en muestras
representativas de animales LL a los 4 tiempos de estudio. En muestras representativas

del duodeno al ZT5 los enterocitos se encontraron en proceso de muerte celular con
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numerosas vacuolas y mitocondrias en proceso degenerativo (Figuras 28 y 29). Estas

observaciones fueron similares a los ZT11, 17 y 23 para la misma condicion.

Figura 28. Duodeno ZT5 en grupo LL. Microfotografia electronica del epitelio y de la ldmina propia. (A)
Epitelio en degeneracion evidenciada por la presencia de vacuolas (*). (B) Detalle de la region de interfase

entre el epitelio vacuolizado (EP, *) y la 1amina propia (LP). Lamina basal (LB ---).
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Figura 29. Duodeno ZT5 en grupo LL. (A) Microfotografia electronica del epitelio y de la ldmina propia.
(B) Detalle de enterocito evidenciando alteracion mitocondrial (flechas). (C) Presencia de vacuolas (*) en

el epitelio intestinal.

Por otro lado, también se estudiaron a nivel de intestino grueso cambios en la distribucioén/
expresion de mucinas neutras y acidas a lo largo del dia. En secciones representativas de
colon con la tincion de PAS/AB se pudo observar que en animales 12:12 LD, las mucinas
acidas tenidas de color azul profundo (AB) se distribuyen principalmente sobre la parte
inferior del tejido, a nivel de las criptas; mientras que las mucinas neutras tefiidas de magenta
brillante (Hellwig, Passante, & Rehm) se encuentran en la parte superior, en direccion hacia
el lumen (Figura 30). Este patron de distribucion se mantuvo a lo largo del tiempo en
animales 12:12 LD. Cuando se modificaron las condiciones estandares de luz y oscuridad, se
observaron alteraciones en los patrones de distribucion de las mucinas acidas y neutras. En
animales DD y LL, se observd una mayor produccion de mucinas neutras (PAS™) que fue

notoriamente mayor a los ZT11 y 23.
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Figura 30. Mucinas 4cidas y neutras a lo largo de un ciclo de 24 hs. Evaluacién histologica de muestras

representativas de colon coloreadas con PAS-AB a1 ZT 23 en ratones 12:12 LD; DD y LL.

Los resultados del estudio morfolégico muestran que ocurren cambios temporales
fisiologicos en animales 12:12 LD que posiblemente se relacionen con los tiempos de
alimentacion. De manera interesante, 48 hs continuas de perturbacion en los ciclos de luz-
oscuridad provocaron diversos cambios en segmentos del intestino delgado y grueso con
vacuolizacidn, alteraciones mitocondriales y degeneracion tisular. Estas modificaciones
podrian provocar la pérdida de integridad de la barrera epitelial y afectar las funciones

fisiologicas del tracto comprometiendo la homeostasis de la inmunidad intestinal.
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Capitulo 4. Resultados II1

En los Capitulos previos se describieron oscilaciones en diferentes parametros de la
inmunidad intestinal en un periodo de 24 hs, asi como la pérdida o modificacion de estas
variaciones circadianas en animales deficientes en un gen del reloj o expuestos a condiciones
de luz u oscuridad continuas. La mucosa intestinal es el sitio de residencia del mayor
compartimiento de células del sistema inmune, y se caracteriza por la capacidad de
desarrollar respuestas protectoras contra los patdogenos e inducir mecanismos de tolerancia
hacia microorganismos comensales y antigenos de la dieta. Esta dualidad es el resultado de
propiedades de la mucosa intestinal entre las cuales se destaca la abundancia de singulares
CPA, como las CDi, que tienen propiedades fenotipicas y funcionales tnicas (De Calisto,
Villablanca, & Mora, 2012; Tamoutounour et al., 2012). Si bien estan presentes a lo largo de
todo el intestino (lamina propia, PP, foliculos linfoides difusos y GLM) las CDi no
constituyen una poblacion homogénea sino que se diferencian en varias subpoblaciones en
base a su ontogenia, propiedades de homing, capacidad de procesar antigenos y marcadores
de superficie. Un marcador muy importante de las CDi es la integrina CD103 (aE), que media
la adhesion a E-cadherina, molécula expresada en la superficie basolateral de las células
epiteliales y que caracteriza a las células migratorias. Estas CDi CD103" son claves en la
induccion de la tolerancia a antigenos orales y expresan enzimas que generan metabolitos

como el AR cuya actividad bioldgica es esencial para la inmunidad intestinal.

Nos preguntamos entonces si las oscilaciones descriptas en el capitulo I de resultados podrian
afectar la tolerancia oral, la respuesta efectora mas critica de la mucosa intestinal. Para

abordar esta premisa consideramos los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar sefiales del trafico, microambiente de citoquinas y el fenotipo de CD1i en los vasos
linfaticos aferentes al GLM a lo largo de 24 hs.

2. Determinar la capacidad de las CDi a lo largo de 24 hs de inducir receptores homing y el
factor de transcripcion Foxp3™ sobre células CD4".

3. Establecer la influencia de los ritmos biologicos en la induccién de la tolerancia oral.
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4.1. Senales en vasos linfaticos aferentes a los GLM a lo largo de 24 hs

Las quimioquinas y sus receptores son mediadores claves del trafico leucocitario
direccionando su migracion hacia y desde los tejidos linfoides. Ademas, su disponibilidad
estd sujeta a controles moleculares no del todo caracterizados. En los tltimos afios, se ha
destacado la importancia de receptores atipicos expresados por células estromales que actiian
a modo de scavenger eliminando las quimioquinas inflamatorias, evitando el
congestionamiento de los linfaticos y favoreciendo la migracion selectiva de CD a los tejidos

linfoides secundarios (McKimmie et al., 2013).
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Figura 31. Senales quimioatractantes en los linfaticos aferentes al GLM a los ZT 5, 11, 17 y 23 en ratones
WT normales. A) Fotografia representativa de los vasos linfaticos aferentes (flechas negras) a los GLM
(flecha blanca). B) El receptor “decoy” D6 se determind en homogenato de vasos linfaticos (Western blot);
C) La intensidad de las bandas de D6 se normaliz6 con la expresion de B-actina. D) Niveles de CCL2
(MCP-1) en sobrenadante de cultivo de vasos aferentes(Bellet et al.)(Bellet et al.). Los datos son medias +

SEM de n=3-4 /horario. * p<0,05.

Estudiamos entonces si alguna de las sefales que participa del trafico hacia GLM varia a lo

largo del dia. Para ello se removio la red de linfaticos aferentes de ratones WT mantenidos
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en condiciones estandares de 12:12 LD (Figura 31 A) y se cultivo para evaluar la produccion
de la quimioquina inflamatoria CCL2 (MCP-1) o se homogeneiz6 para determinar la
expresion del receptor scavenger D6. Como se muestra en la Figura 31 B y C, se produjo un
leve aumento en la expresion de D6 al ZT5 que disminuy6 al ZT17, previo al inicio de la fase
oscura. En cuanto a MCP-1, los niveles estuvieron significativamente aumentados al ZT5

(Figura 31 D).

4.2.Citoquinas en linfdticos aferentes a lo largo de 24 hs

El microambiente de citoquinas es critico para la homeostasis y puede condicionar la
respuesta inmune local a través de la estimulacion de las CPA; por lo tanto, a los distintos
tiempos de estudio evaluamos en linfaticos aferentes, los niveles de IL-10, un mediador
regulatorio clave en la inmunidad intestinal e IL-6, una citoquina cuya actividad depende del

contexo inflamatorio (Bamias & Cominelli, 2016; Shan et al., 2013).

Como se observa en la Figura 32, se detectaron niveles levemente incrementados de IL-6
durante la fase nocturna del ciclo (ZT17), mientras que los niveles de IL-10 permanecieron

constantes a lo largo del dia.
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Figura 32. Caracterizacion de citoquinas presentes en los vasos aferentes linfaticos al GLM. Se determin6
la presencia de IL-10 e IL-6 en cultivo de los vasos aferentes en animales mantenidos bajo condiciones
estandares de luz-oscuridad a los ZTS5, 11, 17 y 23. Los resultados se expresan como medias + SEM de

n=4/horario. * p<0,05.
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4.3.Variaciones en las CPA presentes en GLM y linfaticos aferentes a lo largo del dia

La induccion de tolerancia requiere de un flujo continuo de antigenos hacia los GLM. Este
delivery de antigenos esta dado principalmente por CPA profesionales que expresan
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo IT (CMH-II") y que migran por
los vasos linfaticos aferentes desde la ldmina propia hacia los GLM en donde se induce la
activacion antigeno-especifica de poblaciones regulatorias de linfocitos T. Por esta razon
evaluamos a distintos tiempos en los GLM, células con alta expresion de CMH-II (Figura
33). Encontramos que el nimero absoluto de CPA CMH-II" no es constante a lo largo del
dia. Mas atin, se produce un aumento significativo en estas células hacia el final de la fase

diuna (ZT11), que coincide con el inicio de la fase de mayor actividad de los animales.

-—
T

Células CMH-II" x10°8

Figura 33. Numero absoluto de células presentadoras de antigeno en GLM a lo largo de un periodo de 24
hs. Se analizé la poblacion de células CMH-II* en animales WT mantenidos en condiciones estandares de
luz-oscuridad mediante citometria de flujo. Los datos se expresaron como N° absoluto x 10° y se

normalizaron por gramo de tejido; medias + SEM de n=5/horario.* p<0,05.

Ademas, caracterizamos las poblaciones de CPA en transito hacias los GLM utilizando el
protocolo descripto en M&M. Esta estrategia minimiza la manipulacion que provoca cambios
en el estado de activacion de las CPA y nos permitié determinar la frecuencia de células que
expresan los marcadores CD11c y CD11b (Figura 34 A). Encontramos que la proporcion de
CDi CD11c¢" CMH-II" presentes en los vasos linfaticos es significativamente mayor durante

la noche (p<0,05), en el momento de alimentacion de los animales (Figura 34 B).
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Figura 34. Células presentadoras de antigeno en linfaticos aferentes a lo largo de las 24 hs. Se analiz6 la
poblacion de células CD11¢” y CD11b* en animales WT mantenidos en condiciones estindares de luz-
oscuridad mediante citometria de flujo a los ZT5, 11, 17 y 23. A). Estrategia de gate utilizada en el analisis
de poblaciones. B) Proporcion de células presentadoras de antigeno CMH-II" CD11c* durante la fase
oscura (ZT17 y 23) o luminica (ZT5 y 11). C) Proporcion de CDi CD11c* CD11b ¥ (R1) y CD11c* CD11b
high (R2) evaluados a lo largo de 24 hs. D) Proporcion de CDi CD11c¢* CD11b ¥ (R1) y CD11c* CD11b
high (R2) a los distintos ZT estudiados. Medias = SEM de n=12/horario. *** p<0,05.

Durante el lapso de un dia, la frecuencia de CDi CD11¢"CD11b"¥ (R1) fue mayor respecto
alas CD11c” CD11b"e" (R2) (Figura 34 C). Sin embargo, las variaciones en la frecuencia de
CDi CDI11c" CD11b™" (R1) no fueron estadisticamente significativas a los distintos tiempos

evaluados, mientras que la subpoblacion CD11¢” CD11b"#" (R2) se mantuvo constante a lo
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largo de las 24 hs (Figura 34 D). Este comportamiento diferencial entre ambas poblaciones
de CDi podria estar directamente relacionado con el rol especifico de cada poblacion en la

inmunidad de mucosas (Denning et al., 2011).

4.4.Caracterizacion de CDi tolerogénicas en linfaticos aferentes a lo largo de 24 hs

En condiciones homeostaticas, el transporte de antigenos hacia los GLM esta dado
principalmente por CDi CD103"CCR7". Estas células involucradas en la induccion de
tolerancia exhiben ademads caracteristicas adicionales como activacion constitutiva de la via
B-catenina/Wnt, expresion de mediadores anti-inflamatorios como IL-10 y TGFp, alta
actividad de la enzima RALDH, y vacuolas conteniendo la proteina Muc-2 y bacterias
luminales (Shan et al., 2013). Muc-2 atenuaria la inmunogenicidad de los antigenos

intestinales impidiendo la transcripcidon génica de citoquinas proinflamatorias.
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Figura 35. Muc-2 en células totales de vasos linfaticos y GLM a los ZT5, 11, 17 y 23 en ratones WT. (A)
Se aislaron las células de linfaticos aferentes (como se describi6 en la Figura 33) y de GLM y se evaluo6 la
presencia de Muc-2 mediante Western blot. Se utiliz6 homogenato de colon como control positivo y

Mucina tipo IT de cerdo para control de especificidad del anticuerpo. (B) Intensidad de las bandas para
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Muc-2 en células de vasos linfaticos (B) y GLM (C). se sembraron 40 pg de proteins totales por carril. Los
valores se normalizaron con la expresion de B-actina y se expresaron como medias + SEM de n=2-

4/horario.. * p<0,05.

En base a estos antecedentes, evaluamos a los distintos tiempos en células totales de linfaticos
aferentes y GLM la presencia de Muc-2 por Western blot. En la Figura 35 A se muestra un
ensayo representativo en el que se incluyeron Muc-2 de cerdo (para verificar la especificidad
del anticuerpo), raspado de colon (control +), un poo/ de GLM asi como muestras por cada
horario. Observamos que el contenido de Muc-2 en células de linfaticos aferentes tuvo un
aumento significativo al ZT5 (Figura 35 B) en tanto que en GLM, los mayores niveles de

mucus se encontraron al ZT23 (Figura 35 C).
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Figura 36.Caracterizacion fenotipica de CPA Muc-2+ presentes en vasos linfaticos aferentes al ZT5. Dotplots
representativos para Muc-2 intracelular en (A) CDi CDI11¢*CD103" y (B) macrofagos CMH-
II"F4/80"CX3CR 1" determinado por citometria de flujo.
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Para caracterizar qué CPA presentes en linfaticos aferentes estan transportando Muc-2 al
GLM identificamos las CDi con los marcadores CMH-II, CD11c, y CD103 y los macréfagos
mediante los marcadoes CMH-II, F4/80 y CX3CRj; y en cada una de estas poblaciones

evaluamos la presencia de Muc-2 intracelular por citometria de flujo.

En la Figura 36 se muestra un analisis representativo de CPA obtenidas al ZT5 de linfaticos
aferentes; la presencia intracelular de Muc-2 fue detectada en CDi CD11¢” CD103" y en una
menor proporcion en células CD11¢” CD103" (Figura 36 A). En cuanto a la poblacion de
macrofagos CMH-II"F4/80°, encontramos la presencia de la glicoproteina en aquellas que
resultaron también positivas para la exprecion del receptor de fractalquina CX3CR; (Figura

36 B).

4.5. Mayor capacidad de induccion de células CD4*Foxp3™ en la fase luminica

La competencia funcional mas relevante de las CDi CD103" es la generacion de células
regulatorias. Estas CDi transportan antigenos luminales desde el intestino hacia los GLM
donde estimulan células T CD4" naive y una fraccion de éstas se diferencia a células
regulatorias Foxp3". Para evaluar la capacidad de las CPA de linfaticos aferentes de inducir
la expresion de Foxp3 a distintos tiempos del dia, se purificaron células CD4" Foxp3~a partir
de GLM de ratones Foxp3-GFP mediante cell sorting y se cultivaron en proporciones iguales
con células de vasos linfaticos obtenidas como se describié previamente. Luego de 48 hs de

cultivo se analiz6 la induccion del marcador Foxp3 por citometria de flujo (Figura 37).
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Figura 38. Capacidad de induccion de Foxp3 en células de linfaticos aferentes. Linfocitos CD4* sorteados
de GLM de ratones Foxp3-GFP se cocultivaron durante 48 hs con células de vasos linfaticos aferentes
obtenidas a los ZT5, 11, 17 y 23. Mediante citometria de flujo se evalu6 la induccion de Foxp3. Los datos

se expresaron como medias = SEM de n=4-5/horario. *p<0,05.

Observamos que las CPA de vasos aferentes obtenidas al ZTS5 muestran una capacidad
significativamente mayor de inducir la expresion del factor de transcripcion Foxp3 luego del

cultivo.

Nos preguntamos entonces si la ausencia de un gen del reloj podria estar afectando esta
capacidad de la CPA (Figura 38). Para ello procedimos de manera similar a lo descripto para
animales WT y por citometria de flujo se analizd en la poblacion de células CD4 " la induccion
de Foxp3 (Figura 39). En CPA deficientes en Per?2 la capacidad de inducir Foxp3 fue menor
con respecto a células WT a todos los tiempos estudiados, alcanzando su menor efectividad
al ZT11. Esto sugiere que la integridad molecular del reloj bioldgico contribuiria en la
induccion de células regulatorias.

CD4* Foxp3™
1.5+

Relacion KO/WT

ZT5 ZT1 ZT17 ZT23

Figura 38. Capacidad de induccion de Foxp3 en células de linfaticos aferentes de ratones Per2KO.
Linfocitos CD4" sorteados de GLM de ratones Foxp3-GFP se cocultivaron durante 48 hs con células de
vasos linfaticos aferentes obtenidas a los ZT 5, 11, 17 y 23. Mediante citometria de flujo se evalud la
induccidon de Foxp3. Los resultados se expresaron como veces de cambio respecto de WT. Los datos son

medias = SEM de n=4-5/horario.
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4.6. Induccion de receptores homing sobre linfocitos CD4*

Experimentos previos en nuestro grupo de trabajo han demostrado el potencial de las CDi
colectadas de los vasos linfaticos aferentes de inducir moléculas homing sobre linfocitos
CD4" (Novotny Nuiiez y col., 2016). Dado que la adquisicion de receptores homing es
indispensable para la correcta localizacion de las distintas poblaciones efectoras, nos
propusimos estudiar esta propiedad a lo largo del dia. Para ello se purificaron mediante cell
sorting células CD4" que fueron cocultivadas en proporciones iguales con células de vasos
linfaticos (obtenidas como se describio previamente) y por citometria se flujo se analizo la

induccion de moléculas homing 48 hs postcultivo (Figura 39).

CD4+ 04p7+ CCRO+

1000+
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Figura 39. Capacidad de induccion de moléculas homing a4pf7 CCR9 a los ZT5, 11, 17 y 23. Linfocitos
CD4" sorteados de GLM se cocultivaron durante 48 hs con células de vasos linfaticos aferentes. Mediante
citometria de flujo se evalud la induccion de receptores homing. Los datos se expresaron como medias +

SEM de n=4-5/horario. *p<0,05.

La capacidad de inducir simultdneamente los receptores a4f7 y CCR9 fue mayor a los ZT11
y 17. De manera interesante, el ZT5 parece un momento importante en la induccion de células
regulatorias Foxp3" mientras que la adquisicion de moléculas homing necesarias para la re-

entrada de células efectoras a la LP de intestino es mas robusta a los ZT11 y 17.

Nuevamente se evalu6 en ratones Per2KO la capacidad de las CPA de linfaticos aferentes de

inducir moléculas homing y el factor de transcripcion Foxp3 a lo largo del dia.
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Figura 40. Habilidad de las CPAs de ratones Per2KO de inducir receptores homing y el factor de
transcripcion Foxp3. Células CD4" Foxp3- de ratones Foxp3-GFP fueron cocultivadas con células de vasos
aferentes obtenidas de animales WT o Per2KO durante 48 hs. (A) Expresion de receptores homing en
células CD4+ totales. (B) Expresion de receptores homing en células CD4+ Foxp3+. Los resultados se

muestran como el promedio de veces de cambio respecto al control £ SEM de n=2-4/horario. ***p<0,001.

Como se observa en la Figura 40, la capacidad de inducir receptores homing a4ff7 y CCR9
también estuvo disminuida especialmente al ZT11 en células CD4" observiandose una

tendencia similar en la poblacionque expresa Foxp3 ™.

Esto confirma que la integridad molecular del reloj bioldgico es relevante para el reingreso

de los linfocitos a LP y sugiere que en esta cepa el homing de poblaciones

efectoras/regulatorias podria estar comprometido.
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4.7. Los ritmos bioldgicos influyen en la tolerancia oral hacia antigenos proteicos

A pesar de que estudios recientes han comenzado a describir la influencia del reloj bioldgico
en la inmunidad de mucosa, poco se conoce acerca de la contribucion de los ritmos en la
induccion y mantenimiento de la tolerancia hacia antigenos provenientes de la dieta. Por este
motivo, nos propusimos investigar el efecto de los ritmos en la induccion de la tolerancia oral

utilizando el modelo cléasico de administracion de ovoalbtimina (OVA).

Considerando los datos del andlisis multivariado (Figura 15), los resultados de CPA y los
tiempos Optimos de induccion de Foxp3, el antigeno fue administrado por via oral a animales
WT expuestos a condiciones estandares de luz-oscuridad al finalizar el periodo nocturno

(ZT23) o el diurno (ZT11).

En los horarios indicados los animales recibieron 100 pg de OVA en PBS durante 5 dias. Al
dia 10 se realiz6 la inmunizacion con OVA y adyuvante de Freund completo y al cabo de 8
dias las células mononucleares de GLM se colorearon con carboxifluoresceina succinimidil
ester (CFSE) y se estimularon in vitro para la evaluacion de la proliferacion por citometria

de flujo (Figura 41).

I Control ZT23
ek Tolerizado ZT23
Il Control ZT11
Tolerizado ZT11

indice de Proliferacion

[Ova]=10  [Ova]=30  CD3/CD28

Figura 41. Proliferacion de linfocitos CD4" de animales controles y tolerizados. Se cultivaron células totales
de GLM marcadas con CFSE durante 96 hs en presencia o ausencia del antigeno especifico (10 o 30 ug de
OVA/mL) o estimuladas con anti CD3/CD28. Se evalud la proliferacionde células CD4" mediante dilucion del
CFSE usando citometria de flujo. Los datos se expresaron como indices de proliferacion respecto de la

proliferacion basal para cada condicion y horario £ SEM de n=5/hora. ***p<0,001.
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Observamos que cuando se administrd el antigeno al ZT23 hubo una disminucion en la
proliferacion antigeno especifica (que no alcanzo significancia estadistica); en tanto que en
animales alimentados con OVA al ZT11 no encontramos diferencias respecto al control. Es
interesante destacar que en el cultivo estimulado con anti-CD3/anti-CD28 hubo una
significativa disminucion en la proliferacion de celulas provenientes de animales tolerizados

al ZT23, posiblemente por efecto bystander.

En base a estos resultados quisimos establecer si las diferencias encontradas se debian a
variaciones en la fase de la induccion de la tolerancia. Para ello se transfirieron células
CD45.2" CD4" OT-II especificas para OVA aratones WT CD45.17; los receptores se trataron
con OVA al 1,5% en el agua de beber comenzando al ZT11 o al 23 y durante 6 dias; al
séptimo dia se evalud en células CD45.2" de GLM, de bazo y de LP la expresion de los

factores de trancripcion Foxp3 y Tbet ex vivo y la produccion de citoquinas en GLM y bazo

luego de la reestimulacion con OVA in vitro por 24 hs.
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Figura 42. Induccion in vivo de factores de transcripcion en células CD4* OVA especificas. Frecuencia de
células CD4* CD45.2 OT-II Foxp3™ o Tbet" especificas para OVA en GLM, LP y bazo de animales tratados o
no (grupo control) con OVA al 1,5% en el agua de beber durante 6 dias comenzando al ZT11 o 23. Los datos
se expresaron como frecuencia de células positivas para Foxp3 o Tbet o la relacién Foxp3/Tbet. Media + SEM

de n=4/hora. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

10- p=0,09

pg/mL

Control ZT11 ZT23

Figura 43. Produccion de IL-10 en cultivos estimulados con anti-CD3/anti-CD28. Se evalué la produccion de
IL-10 por ELISA en sobrenadante de células de GLM estimuladas 24 hs con anti-CD3/anti-CD28 de animales
tratados o no (grupo control) con OVA al 1,5% en el agua de beber durante 6 dias comenzando al ZT11 6 23.

Los datos se expresaron como pg/mL. Media = SEM de n=4/hora.

Como se observa en la Figura 42, en GLM la administraciéon oral del antigeno especifico
produjo una disminucidn en la frecuencia de células Foxp3 ™ a los dos ZT evaluados (p=0,06).
De manera notable, cuando el antigeno se administré a partir del ZT23 las células OVA
especificas Foxp3" incrementaron significativamente en la LP, sitio efector por excelencia
para antigenos incorporados por la via oral. Cuando el antigeno se administré al ZT11 las
células antigeno especificas Foxp3" se localizaron preferentemente en bazo. Si bien no
encontramos diferencias en la frecuencia de celulas Tbet" especificas para el antigeno en
ningun tejido estudiado la relacion Foxp3/Tbet fue significativamente mayor en LP de
ratones tolerizados al ZT23 lo que sugiere una tolerancia mas eficiente en estos receptores.
En la Figura 43 se representa la produccion de IL-10 en células de GLM reestimuladas in
vitro con antiCD3/anti-CD28 por 24 hs. Como se observa, la produccion de IL-10 por células

de los GLM de animales tratados con el antigeno fue menor (p=0,09) alos dos ZT estudiados,
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lo que se correlaciona con la disminucion de células Foxp3™ en este tejido mostrada en la

Figura 42.
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Discusion
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Discusion

El estudio de los ritmos biolodgicos ha adquirido una importancia fundamental para la
comprension tanto de eventos fisioldgicos como de determinados desequilibrios que
conducen a patologias. Los ritmos circadianos exhiben una periodicidad de
aproximadamente 24 hs y se ajustan a diferentes condiciones geofisicas. Para que un ritmo
biologico sea de naturaleza circadiana, debe oscilar en un entorno constante, independiente
de factores externos como la luz o los alimentos, los dos Zeitgebers (ZT) mas importantes.
Este es el caso de los marcadores clasicos para los ritmos circadianos en mamiferos la
temperatura corporal, la hidrocortisona plasmatica o los niveles de melatonina. Por el
contrario, los ritmos observados en condiciones no constantes de 12 hs luz/oscuridad se
denominan ritmos diurnos (Druzd et al., 2014). En el presente trabajo de tesis hemos
caracterizado la influencia de los ritmos biologicos en el funcionamiento de la inmunidad en
la mucosa intestinal a lo largo del dia. Mas especificamente, hemos descripto algunos
mecanismos que gobiernan la localizacion temporal de distintas poblaciones leucocitarias en
sitios inductivos de la respuesta inmune y su impacto en fendmenos claves de la homeostasis

como la tolerancia hacia antigenos provenientes de la dieta.

En el primer bloque de resultados observamos que a lo largo del dia fueron mayores los
niveles de Bmall y hubo oscilaciones en los transcriptos de Per2 en GLM aunque no se
encontraron diferencias significativas en las oscilaciones de estios dos genes que son claves
en la maquinaria molecular del reloj circadiano. De acuerdo con nuestros resultados,
utilizando un algoritmo especifico para la determinacion de ritmos (JTK CYCLE, (Hughes,
2010 #129), se demostrdo que Bmall no sufre oscilaciones circadianas significativas en
linfocitos B, macrofagos y CDs aislados de bazo (Adam C. Silver, Arjona, Hughes, Nitabach,
& Fikrig, 2012). Ademads teniendo en cuenta que los GLM son un tejido inmunoldgico
heterogéneo compuesto de tipos diferentes de células, algunas de las cuales fluctian en
numeros absolutos o relativos durante todo el dia (Keller et al., 2009), las diferencias en los
niveles de transcriptos podrian estar compensandose, lo que afiade complejidad al analisis de
un tejido completo. Asiy todo, la presencia de ambos genes en GLM corrobora lo encontrado
por otros autores en tejidos asociados al intestino (Froy & Chapnik, 2007), y sugiere que el

funcionamiento de un reloj biologico podria estar regulando procesos claves no sélo de la
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fisiologia intestinal sino también de la funcion inmune vinculada a la actividad especifica del
tejido. La importancia biologica de los resultados obtenidos en tejido linfoide de la mucosa
intestinal, asi como la contribucion de cada tipo celular requerira una cuidadosa

investigacion.

En este trabajo de tesis encontramos oscilaciones en la celularidad de sitios inductivos de la
respuesta inmune como GLM, con aumentos significativos tanto durante la fase luminica
(ZTS5) como la oscura (ZT17) que concuerdan con los ritmos descriptos en la celularidad de
varios tipos de ganglios linfaticos, indicando que estas oscilaciones constituyen un fenémeno
relevante del compartimiento linfoide aunque 6rganos linfoides primarios como el timo o la
médula 6sea no exhibirian este comportamiento circadiano en su celularidad (Druzd et al.,
2017). Al parecer, el dinamismo circadiano en la celularidad de los OLS seria un fenémeno
amplio y robusto, no restringido a sitios especificos del organismo y dependiente tanto de
factores ambientales como de la expresion especifica de moléculas sobre la superficie de las
células (Silva-Sanchez & Randall) (Druzd et al., 2017). El nimero absoluto de linfocitos
CD4" CD62L" se vi6 incrementado alos ZT5 y 11 principalmente, mientras que los linfocitos
CDS8" se mantuvieron constantes a lo largo del dia. Estas oscilaciones podrian estar
relacionadas con cambios en los niveles de CCL21 en GLM asi como con una expresion
diferencial de CD69. En efecto, el ingreso y egreso hacia y desde nddulos linfaticos esta
regulado por (i) la accion de factores con funcion antagonica como la quimioquina CCL21,
producida por células del estroma de ganglios linfaticos y esfingosina-1-fosfato (SiP),
producida por el endotelio de vasos sanguineos y linfaticos y globulos rojos; (ii) la oscilacién
en la expresion de sus receptores CCR7 y S1PR, respectivamente (Druzd et al., 2017) y (iii)
otras moléculas como CD69. Las concentraciones de SP elevadas en sangre y linfa y bajas
en tejidos, generan un gradiente que guia el egreso de linfocitos hacia los linfaticos eferentes
(Cyster, 2012 #262) .El marcador de activacion temprana CD69 se asocia fisicamente al
Si1PR; y el complejo de proteinas sufre internalizacion desde la superficie celular, evitando
el egreso (Shiow et al., 2006). En nuestro sistema experimental, a pesar del aumento en el
recuento de células, la expresion de CD69 fue minima al ZT5 en ambas poblaciones de
linfocitos T y esta reduccion explicaria la disminucion observada posteriormente al ZT11, ya
que mas células podran empezar a abandonar el GLM. A su vez, el aumento en los niveles

de CCL21 al ZT11, explicaria el incremento en la celularidad observado al tiempo al ZT17.
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En cuanto al posible significado de estas oscilaciones, se ha descripto que las células T CD4"
que responden a los complejos péptido-CMH enddgenos aumentan de forma transitoria el
CD69, y experimentan un retraso en su salida en comparacion con otras células T, lo que
tiene una influencia basal sobre la recirculacion de linfocitos (Tomura, Itoh, & Kanagawa,
2010). Es decir, las células T que han tenido una estimulacion a través del TCR transitoria o
débil, pero suficiente para aumentar CD69, podrian ser retenidas en ganglios para favorecer
otros encuentros con CDi lo que produciria la activacion completa o la induccion de
tolerancia (Cyster, 2012 #262), un fendmeno que ocurre continuamente en la mucosa

intestinal.

También observamos que el numero absoluto de CPA CMH-II" no fue constante a lo largo
del dia, sino que se produjo un aumento significativo hacia el comienzo de la fase oscura
(ZT11), en donde se registra mayor actividad de los animales. El hecho de que el ingreso a
GLM de linfocitos y CPA esté sincronizado en un determinado tiempo del dia sugiere que
habria momentos en los que la probabilidad de que se induzca una respuesta inmune antigeno
especifica en la mucosa intestinal seria mayor. Esta ventana temporal coincidiria con la
masiva entrada de antigenos, durante el periodo de actividad e ingesta de los animales.
Ademas, como ciertos nutrientes y los tiempos en los que se produce la ingesta pueden
sincronizar relojes periféricos (Froy & Chapnik, 2007), resulta sumamente relevante definir
las ventanas temporales en las que ocurririan eventos criticos para la fisiologia de ciertos
tejidos para poder avanzar luego en la caracterizacion molecular. En este sentido se sabe que
si bien los ritmos en los tejidos podrian estar sincronizados globalmente, a nivel local y a
través de los nervios simpaticos se estimularian oscilaciones especificas en la expresion de
moléculas de adhesion y quimioquinas por las células endoteliales (Scheiermann et al., 2012).
Estos ritmos estarian acompafiados por oscilaciones endogenas en la expresion de factores
pro-migratorios por las células inmunes (por ejemplo receptores), aumentando asi la
probabilidad de su homing en etapas particulares del dia (Scheiermann et al., 2013). Los
estudios multivariados realizados en el presente trabajo apuntan a que el ZT5 seria esta
ventana temporal en la cual estarian dadas las condiciones mas favorables para el desarrollo

de respuestas tolerogénicas hacia antigenos orales.
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A diferencia del estudio de oscilaciones circadianas en el trafico celular desde y hacia los
ganglios linfaticos, la capacidad que las distintas subpoblaciones de células efectoras
adquieren dentro de los OLS de reingresar a determinados sitios efectores ha sido poco
estudiada. En este trabajo encontramos diferencias significativas en la expresion de
receptores homing as4f7 y CCR9 sobre las distintas poblaciones de GLM, lo que demostraria
que ademas del reclutamiento a sitios inductivos, el reingreso a sitios efectores también
estaria regulado temporalmente. Este novedoso hallazgo no ha sido reportado y este trabajo
de tesis es el primero en indagar si la adquisicion de la capacidad de homing hacia LP sigue
algun ritmo bioldgico. En nuestro modelo, las condiciones para el reingreso de LT CD4" y
CD8" a LP serian mas favorables tanto durante el periodo luminico como de oscuridad (ZT5
y ZT17). Los linfocitos B en cambio, no presentaron una oscilacion clara. Los mecanismos
moleculares que controlan la expresion de receptores de homing en las células B no estan
claros, pero se ha demostrado que cuando las células B murinas se activan por ligandos de
TLRs, cambian su comportamiento de migracion (Morrison, Barr, Brown, & Gray, 2010).
Recientemente, se ha demostrado un rol critico de la lectina CD22 expresado principalmente
por linfocitos B naive y de memoria en el homing de linfocitos B en PP (Habtezion et al.,
2016). Ademas, en contraste con las células T CD4" naive, que tienen sdlo niveles moderados
de a4, las células B naive expresan altos niveles de ouf7, casi comparables con los de las
células B y T de memoria. Estas diferencias podrian contribuir a la preferencia relativa
observada en la distribucion de células B naive a PP y células T naive a GLM (Rott, Briskin,
& Butcher, 2000), lo que explicaria que la expresion de estas moléculas homing encontrada

en linfocitos B de GLM sea mas estable.

En cuanto a las citoquinas, en PP se observo un aumento significativo en la produccion de
IFNy al ZT17, momento de mayor actividad de los animales; mientras que IL-10 se vid
aumentada al ZT23. Esta cinética en la produccion de ambas citoquinas podria ser estimulada
por una mayor llegada de antigenos durante la ingesta que tiene lugar principalmente durante
la fase oscura. Se encontr6 que la biogeografia y el metaboloma de la microbiota intestinal,
que sustancialmente influyen en la fisiologia del huésped, experimentan oscilaciones diurnas
(C. A. Thaiss et al., 2016). Estos autores muestran que el nimero de bacterias que se adhieren
al epitelio es 10 veces mayor durante la fase oscura respecto a la luminica, y esta proximidad

influye significativamente en el transcriptoma del huesped. La producciéon de mediadores
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inflamatorios generaria una liberacion de mediadores anti-inflamatorios que regulan estas
sefiales volviendo el sistema a un estado basal en la fase luminica. En efecto, la produccion
de IL-10 antigeno especifica por células Thl seria una etapa normal en su programa de
diferenciacion, que se alcanza después de la activacion completa, para inhibir la respuesta
inflamatoria (O'Garra & Vieira, 2007). Numerosos hallazgos respaldan el concepto general
de que la produccion de IL-10 es un factor importante de autorregulacion (Jankovic, 2010
#260) y permitirian explicar que con s6lo 6 hs de diferencia, en nuestros sistema experimental

se detecten citoquinas con perfiles antagonicos.

Por otro lado, en GLM se observé un aumento de IL-10 e IL-4 durante el periodo diurno
(ZT5 y 11), al igual que de IL-22, citoquina esencial en los procesos de reparacion tisular en
intestino; en tanto que citoquinas pro-inflamatorias como IFNy e IL-17 no mostraron un perfil
contundente. Que la citoquinas anti-inflamatorias se encuentren aumentadas a posterior del
periodo de ingesta resulta interesante ya que sugiere que éste seria el periodo donde estarian
dadas las condiciones mas propicias para el desarrollo de la tolerancia hacia antigenos

provenientes de la dieta.

En este trabajo utilizamos ratones de la cepa Per2ko homocigotas, ya que (i) los ratones
mutantes Per2KO heterocigotas no muestran ningin defecto fenotipico en la fisiologia
circadiana y (i1) permiten establecer una relacion causal entre el defecto en la maquinaria del
reloj y los parametros estudiados de la inmunidad intestinal. Nuestros resultados mostraron
que Per2 influye en el comportamiento oscilatorio de la celularidad en GLM ya que la
deficiencia en este gen causd un mayor predominio de células hacia el comiezo de la fase
nocturna comparado con animales WT. Ademas, las oscilaciones encontradas en el recuento
de linfocitos T y B en GLM a lo largo del dia requeririan de la integridad de la maquinaria
molecular del reloj circadiano lo que concuerda con lo reportado por otros autores. Asi por
ejemplo, el uso de animales deficientes en Bmall resultd en diversos fenotipos (Bunger et
al., 2000) con alteraciones principalmente en el numero de linfocitos B (Sun et al., 2006).
Mas recientemente se ha demostrado que la ausencia especifica de Bmall en células T CD4",
CDS8" y B elimind el comportamiento oscilatorio en estas poblaciones y mejoro los signos
clinicos en un modelo de encefalomielitis autoimune. Mas aun, el recuento de linfocitos

CD4" o CD8" se vi0 negativamente afectado ya que los nimeros disminuyeron
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significativamente (Druzd et al., 2017). En cuanto a mediadores solubles, la ausencia de Per?2
provoco el aumento significativo en citoquinas caracteristicas de un perfil Th2 como IL-4 en
la fase oscura y un incremento de mediadores inflamatorios como IL-17 durante la etapa
diurna. Otras citoquinas como IL-23 e IFNy estuvieron mejor representadas durante el
periodo nocturno. Se ha descripto la regulacion circadiana para muchos marcadores inmunes
en intestino, incluyendo IL-2, IL-10, GM-CSF, CCR2, IL-6, IL-1B, TNF-a y algunos
receptores (Oscar Castanon-Cervantes et al., 2010) por lo que la manipulacién genética del
reloj circadiano podria modular la produccion de estos factores. Por ejemplo, la ausencia de
Per2 se relaciono con la pérdida en la produccion oscilatoria de la citoquina pro-inflamatoria
IFNy (Arjona & Sarkar, 2006a), y tuvo un rol protectivo en un modelo de sepsis inducida
con LPS (Liu et al., 2006). Es decir, la integridad del reloj circadiano seria un elemento clave
en la funcién biologica de las distintas poblaciones de células inmunes tanto adaptativas
como innatas, asi como en el tenor de la respuesta inflamatoria inducida por antigenos. Dado
que los transcriptos de Bmall y Per2 oscilan en fases opuestas (Druzd et al., 2017), Per2
podria funcionar como regulador positivo para citoquinas pro-inflamatorias en determinados
momentos del ciclo mientras que Bmall funcionaria como una molécula anti-inflamatoria

principalmente para células innatas.

Distintos estudios biomédicos han demostrado que la interrupcion de los ritmos circadianos
tiene importantes consecuencias en la salud humana, como la apariciéon de desérdenes
metabolicos (McFadden, Jones, Schoemaker, Ashworth, & Swerdlow, 2014) (Moller-Levet
et al.,, 2013), cancer (Dauchy et al., 2014) y disfunciones inmunes (Cuesta, Boudreau,
Dubeau-Laramee, Cermakian, & Boivin, 2016), incluso exacerbando los sintomas en
determinadas patologias (Damasceno et al., 2015). En animales de experimentacion, las
alteraciones en las condiciones luminicas estdn también asociadas con cambios en el
comportamiento (Marco, Velarde, Llorente, & Laviola, 2016), metabolismo (Fonken et al.,
2010; K. Xu, DiAngelo, Hughes, Hogenesch, & Sehgal, 2011) (H. Xu et al., 2014),
reproduccion e inmunidad (Kandis L. Adams, Oscar Castanon-Cervantes, Jennifer A. Evans,
& Alec J. Davidson, 2013; Bedrosian, Fonken, Walton, & Nelson, 2011; Kiessling et al.,
2017) (Guerrero-Vargas et al., 2015) (Phillips, Savenkova, & Karatsoreos, 2015); inclusive

con alteraciones en la composicion de la microbiota del huésped (R. M. Voigt et al., 2016).
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Poco se sabe acerca de los mecanismos que subyacen a estos eventos. En este trabajo, en
animales expuestos a regimenes de LD 12:12 se observaron cambios a lo largo del dia en la
estructura del tejido intestinal que serian parte de la fisiologia normal del tracto. El reloj
circadiano es jerarquico y el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo recibe la entrada de luz
de la retina para sincronizarla con el ciclo diario de LD. Incluso en ausencia de luz, este
nucleo genera ritmos en la temperatura corporal, ingesta de alimentos y niveles hormonales
que sincronizan los relojes de otros tejidos, como el intestino (Scheving, 2000 #263). En qué
medida el reloj intrinseco en el intestino regula el recambio tisular ha sido poco estudiado.
Nuestros resultados son novedosos ya que reportan cambios en la estructura de las distintas
tunicas que conforman las paredes del intestino en condiciones fisioldgicas. Los cambios
circadianos en la funcidn celular evidenciados por estudios bioquimicos o moleculares se
correlacionan con cambios descritos en algunas porciones del TGI de roedores; ademas el
epitelio y las subestructuras de células son entidades dindmicas cuyas densidades
volumétricas subcelulares, citoplasmaticas, patrones de distribuciéon y contenidos
histoquimicos cambian de manera circadiana (Scheving, 2000). En condiciones disruptivas
provocadas por variaciones en las condiciones de luz y oscuridad se indujeron significativos
cambios en las poblaciones de células inmunes con una disminucion en el recuento total tanto
en PP como en GLM. Paraddjicamente, las poblaciones de linfocitos B y CD4" se
encontraron significativamente aumentadas durante la fase nocturna en condiciones de
oscuridad continua, mientras que en luz continua, todas las poblaciones linfocitarias
aumentaron significativamente durante el periodo de oscuridad. En cuanto a la
histoarquitectura del intestino, se evidenciaron otro tipo de alteraciones principalmente bajo
condiciones constantes de luz, con degeneracion de enterocitos que comprometieron incluso
la integridad de la barrera epitelial. Muy recientemente se ha demostrado que la regeneracion
del epitelio intestinal en ratones es dependiente de Bmall, las citoquinas, que se expresan
ritmicamente en el intestino durante la regeneracion, estimulan una respuesta circadiana de
estrés en los enterocitos que promueve la proliferacion/diferenciacion ritmica del epitelio
cada 24 hs (Stroke y col., 2017). Otros autores (Grootjans et al., 2011) han descripto
fenomenos similares en modelos de isquemia-reperfusion en donde habria un acortamiento
de las microvellosidades producto de la contraccion de la LP que involucraria a la kinasa de

miosina MLCK. En este modelo, la contraccion de la LP produciria a un desprendimiento de
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los enterocitos de la membrana basal subyacente llevando a un proceso de muerte conocido
como anoikis (apoptosis dependiente de caspasa inducida por desprendimiento de la
membrana basal). Las células normales estan dotadas de un sistema de vigilancia que es
responsable de mantenerlas en la posicion correcta dentro de sus respectivos tejidos, y de
esta manera cualquier célula que se desvie de su posicion asignada y pierda el anclaje
mediado por integrinas sufre anoikis (Beauséjour et al., 2013). Esta contraccion exacerbadas
evidenciada en condiciones luminicas disruptivas en nuestro trabajo podria representar un
mecanismo rapido que restaura la integridad de la barrera epitelial atenuando o impidiendo
el desarrollo de una respuesta inflamatoria local (Matthijsen et al., 2009). En este sentido,
como parte del proceso dindmico de la renovacion del epitelio intestinal, las células obsoletas
entran normalmente en anoikis al alcanzar el apice de las vellosidades y sufren exfoliacion

como medio de renovacion continua (Edelblum, Yan, Yamaoka, & Polk, 2006).

En intestino grueso no se observaron cambios en la arquitectura con la disrupcion del ciclo
12:12 pero si se detectaron modificaciones en la produccion de mediadores pro-inflamatorios
como el ON, con diferencias marcadas en el patron de expresion y una franca disminucion
de aproximadamente 10 veces comparados con el control LD 12:12. Se sabe que el ON
desempefia un papel paradodjico en la fisiologia intestinal. Es producido en el intestino
principalmente por dos ON sintasas, la endotelial (eNOS) y la inducible (iNOS). La eNOS
se expresa constitutivamente en los microcapilares intestinales con una produccion en muy
bajos niveles que regula el tono vascular y el flujo sanguineo de la mucosa, participando del
mantenimiento de los capilares mucosos y la homeostasis. La iNOS aumenta durante la
inflamacion y es responsable de altos niveles de ON, que aumentan dramaticamente el flujo
sanguineo dilatando los capilares (Grishin, Bowling, Bell, Wang, & Ford, 2016). No
obstante, aunque el ON puede contribuir a la citopatologia, algunos autores han propuesto
que este mediador podria actuar como un scavenger secuestrando productos oxidantes y
atenuando la injuria. EI ON reacciona con el superdxido rdpidamemente generando
peroxinitrito y por la capacidad de difusion del ON, el superdxido y el ON no necesitan ser
producidos en la misma célula para formar cantidades significativas de peroxinitrito
(Chokshi et al., 2008). En condiciones agudas el ON contribuiria a la reparacion de la barrera

en tanto que una reduccion en sus niveles podria exacerbar la injuria (Singer et al., 1996). En
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esta misma linea, y empleando variadas metodologias, se ha demostrado la expresion
constitutiva de la iNOS en ileon de raton (Hoffman et al., 1997) y en epitelio de colon humano
no inflamado (Roberts et al., 2001). En base a estos datos se ha hipotetizado que el ON
derivado de células epiteliales podria proporcionar una barrera oxidativa, reduciendo asi la
translocacion bacteriana a través de la mucosa coldnica. Este mediador, en un tejido expuesto
a una gran densidad de microorganismos como el colon, podria considerarse integrante de la
barrera colonica local. La disminucion franca en sus niveles en nuestros modelos de
disrupcion luminica podria explicar la degeneraciéon mitocondrial del epitelio ya que el
superoxido puede dafiar directamente el ADN mitocondrial, las proteinas y los lipidos (Mao

et al., 2014).

En cuanto a las mucinas, la perturbacion en los ciclos 12:12 LD se asocid a una mayor
prevalencia de las del tipo neutras en colon. Las células epiteliales producen mucinas, neutras
ricas en glucdégeno y mucinas 4cidas, que pueden ser, sulfomucinas segin el predominio de
radicales sulfato o sialomucinas, ricas en acido sialico. En la mucosa colonica normal la
proporcioén de mucinas dcidas a neutras permanece constante pero puede ser modificada en
enfermedades inflamatorias intestinales y generalmente la inversion de estas proporciones se
considera un hallazgo patologico (Nonose et al., 2009). Estudios utilizando un modelo
experimental de colitis por desviacion- en el que se impide el transito fecal en una porcion
del colon por varias semanas- han mostrado que la etiopatogenia de la inflamacion estéa
probablemente relacionada con la deficiencia intraluminal de acidos grasos de cadena corta
(SCFAs) derivados de la actividad fermentativa de la microbiota, que son el principal sustrato
energético para las células epiteliales del colon (Glotzer, Glick, & Goldman). En la mucosa
colonica sin flujo fecal, el proceso inflamatorio provocado por la falta de SCFAs y los
cambios en el metabolismo energético aumentan las especies reactivas de oxigeno que dafan
la capa de moco y reducen el nivel de mucinas acidas totales, principalmente a expensas de
las sialomucinas (Bonassa, 2015 #289). Mediante distintas técnicas bioquimicas,
histoquimicas e inmunohistoquimicas se han demostrado que, en las diferentes formas de
colitis, se producen anomalias en el patrén de expresion de las mucinas a lo largo de las
criptas de la mucosa del colon y estos hallazgos han hecho atractiva la hipotesis de que la

etiopatogenia de la colitis ulcerosa podria estar relacionada con cambios en la produccion de
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mucina en individuos con factores predisponentes, o a cambios causados por factores
intraluminales (Martinez et al., 2010). En esta tesis no hemos explorado ninguna de estas
alternativas; sin embargo teniendo en cuenta los efectos asociados a las perturbaciones
luminicas, nos surgen atractivos interrogantes para futuros estudios tendientes a establecer si
alguno de los mecanismos descriptos podria ser el causante de la inversion observada en
nuestros ratones. Mds aun, seria relevante determinar si las perturbaciones del ritmo
representarian el disparador de fendmenos inflamatorios luminales que impactan sobre un

elemento central de la barrera coldénica como es la mucina.

También observamos que distintas poblaciones de CPA oscilaron a lo largo del dia en GLM,
lo que evidencia que no solo la llegada de linfocitos sino también de poblaciones que
transportan antigenos dietarios y microbianos desde el lumen estdn sujetas a ritmos
biologicos (Nguyen, #224;Worbs, 2006 #264). Células CMH II" CD11c¢" CD11beY
migratorias predominaron durante el periodo nocturno respecto a las CD11b"e" que fueron
mas constantes a lo largo del dia. En un trabajo seminal para la biologia de las CDs, se
extirparon los GLM y por canulacién del conducto tordcico se colectd la linfa que drena la
LP para estudiar las CD migrantes (Milling, 2010 #265). Este estudio permiti6 establecer que
hasta un 90% de las células presentes en la linfa aferente expresan las moléculas CD11c y
CDI11b y que CD103 es un marcador caracteristico de células migratorias; una proporcion
menor corresponde a células CD11¢’CD11b" con caracteristicas de células fagociticas, que
mayoritariamente expresan el marcador de fractalquina (CX3CR1). La expresion de este
receptor es una impronta del anclaje previo de esas células al epitelio (productor de
fractalquina) durante la captacion de antigenos del lumen (Nguyen, #224;Bogunovic, 2009
#266). Otros autores han aportado evidencia experimental de que las células CX3CR; de la
LP son las que mayoritariamente captan los antigenos luminales a través de proyecciones al
lumen y luego los transfiere por canales generados por fusion de membanas a las CDi
CD103" (Mazzini, 2014 #267). En términos generales, los autores de estos trabajos sugieren
que diariamente unas 800000 CDi migran desde la LP a los GLM (Milling, 2010 #265),
aunque no se ha podido establecer exactamente cudles son las sefiales que gobiernan esta
migracion. Nuestros resultados muestran que las CPA no se dirigen a los sitios inductivos de

manera continua sino que tienen patrones oscilatorios orquestados por sefiales como CCL21;
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la pérdida de estos patrones (al menos parcialmente) en ratones en los que un gen del reloj es
deficiente sugiere que esta maquinaria molecular coordina el trafico leucocitario hacia sitios
inductivos a distintos niveles (Scheiermann, 2012 #137).

Un hallazgo relevante fue la presencia de Muc-2 tanto en CDi CD103+ migratorias como en
células macrofagicas F4/80+ CX3CRI1+ de vasos aferentes. De acuerdo con nuestros
resultados, se ha demostrado que las CDi pueden estar expuestas a Muc-2 por captacion
directa, a través de interacciones con las células goblet o a través de vesiculas que contienen
Muc-2 liberadas por células epiteliales (Shan, 2013 #81). La presencia de Muc-2 mejora las
funciones tolerogénicas de CDi, incluyendo la produccion de TGFp, IL-10 o AR, factores
que inducen la produccion de células T regulatorias. En nuestro sistema , las CPA de linfa
aferente mostraron una maxima capacidad de induccion del factor Foxp3+al ZT5, que estuvo
significativamente reducida en ausencia del gen Per2. La mayor prevalencia de células
Foxp3+ en intestino se asocia a la continua estimulacion con antigenos foraneos en este
ambiente y explica que muchas células T regulatorias tengan TCR con especificidad por
antigenos de la microbiota (Lathrop, 2011 #268). La regulaciéon de la potencialmente
peligrosa mezcla de antigenos a la que se expone el sistema inmune intestinal recae en
sofisticados mecanismos, entre los que las células regulatorias tienen un papel protagonico.
Es de esperar entonces, que esta actividad esté afectada por los relojes periféricos locales. En
este sentido, se ha reportado recientemente que el porcentaje y el numero de células T
regulatorias Foxp3+ disminuyo6 notablemente en la piel inflamada y los ganglios linfaticos
drenantes de ratones sometidos a luz continua (LL) comparados con ratones LD. La mutacion
de un gen circadiano clave, Bmall, también exacerbd las respuestas de inflamacion de la
oreja y la infiltracion celular en la piel de ratones (Mizutani, 2017 #269). Ademas, la ablacion
especifica del gen Bmall en células de origen mieloide resulta en un perfil pro-inflamatorio
(K. D. Nguyen et al., 2013), mientras que la ablacion de este gen en células de la inmunidad
adaptativa no provoca un fenotipo claro (Druzd et al., 2017). Posiblemente, genes
pertenecientes al reloj circadiano podrian estar afectando la diferenciaciéon hacia
determinados perfiles inmunologicos. Las células T CD4 + productoras de interleucina-17
(Th17) constituyen una poblacion efectora proinflamatoria importante en la proteccion de las
superficies de la mucosa contra infecciones bacterianas y fungicas. Las especificaciones de

los complejos programas génicos necesarios para su diferenciacion son reguladas por el
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factor de transcripcion RORgt. Yu y col han mostrado que la actividad de RORyt estaria
regulada de manera circadiana, afectando asi la diferenciacion hacia el perfil Th17. Es decir,
la diferenciacion hacia un linaje especifico en células del sistema inmune estaria bajo control
circadiano directo (Yu, 2013 #287). En el caso de las células T regulatorias, los perfiles de
expresion del genoma estan parcialmente bajo el control de Foxp3 e incluye moléculas de
superficie celular, componentes de sefializacion y factores de transcripcion expresados
diferencialmente en estas células en comparacion con su expresion en células T
convencionales (Feuerer, 2009 #270. Nosotros encontramos que la ausencia especifica del
gen Per2 no solo influyd en el reclutamiento a ganglio sino que redujo la competencia de
CPA de inducir células T regulatorias Foxp3™ en este OLS. Este efecto es notable si se tiene
en cuenta que las CDi CD103" una vez que llegan a los GLM a través de la linfa aferente,
cooperan con el estroma para configurar un ambiente Unico que condicionard las
caracteristicas de la respuesta de los linfocitos T que se activen en este escenario (Molenaar,
2009 #288). Observamos también que la ausencia de uno de los genes del reloj alteraria una
propiedad funcional distintiva de las CPA como es la capacidad de imprimir tropismo a las
células efectoras para reingresar a sitios efectores. Nuestro trabajo es el primero en reportar
que la capacidad de CPA de inducir moleculas homing asf7 y CCR9 se ajusta a un ritmo
bioldgico. Este hallazgo es relevante ya que se considera que la integrina a4f}7 es esencial
para regular los fendmenos inflamatorios intestinales porque media la relocalizacion de las
células regulatorias en la LP evitando la activacion aberrante de la inmunidad innata (Zhang,
2016 #273). Méas aun, se ha demostrado que esta molécula es clave en la recirculacion de
células regulatorias a la mucosa durante la inflamacién (Fischer, 2016 #274). La induccion
de los receptores de homing ocurre por accion del AR producido principalmente por las CDi
(Coombes, 2007 #275) aunque también puede ser aportado por el estroma del GLM
(Hammerschmidt, 2008 #276). El mecanismo por el cual el AR induce asf}7 y CCR9 en
células T estd mediado, al menos en parte, por un efecto directo del complejo AR y el receptor
RARa, también integrante el reloj molecular (Crumbley, 2010 #278; Teboul, 2008 #279;
Pathak, 2013 #280; Gooley, 2016 #281; Cook, 2015 #282; ) sobre los promotores de genes
Itga4 (que codifica la cadena de integrina a4) y Ccr9 (Ohoka, 2011 #277). La expresion estas
dos moléculas ocurre luego de la activacion discreta del TCR que vuelve a la célula mas

sensible al AR; ademas, primero se expresa la integrina o437 en tanto que CCR9 requiere una
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estimulacion més prolongada. Estos umbrales permitirian que las células puedan adquirir los
receptores de homing con bajos suministros de antigenos y en presencia de AR, dos
condiciones caracteristicas para la induccion de la tolerancia. Esta cascada de eventos
explicaria ademas por qué la maxima induccion de los receptores de homing y la expresion

de Foxp3 ocurre a distintos ZT.

La respuesta de sistema inmune cuando es desafiado con antigenos especificos a lo largo del
dia, se ajusta a las oscilaciones descriptas en los distintos factores involucrados (Adam C.
Silver, Arjona, Walker, & Fikrig) (Fortier et al., 2011; Gibbs et al., 2014; K. D. Nguyen et
al., 2013) (Druzd et al., 2017). Ademas, las oscilaciones en el nimero de células CD4" en
OLS durante el inicio del encuentro con el antigeno parece tener un papel importante en la
severidad en distintos modelos de enfermedades inflamatorias (Druzd et al., 2017) o de
alergia hacia antigenos alimentarios (Tanabe et al., 2015). En nuestro sistema encontramos
un aumento en el namero absoluto de células T regulatorias CD4" Foxp3”, claves en la
induccion, desarrollo y mantenimiento de tolerancia durante la fase luminica en GLM. Esto
coincidid con lo observado en el estado de activacion linfocitaria, que fue menor. Al igual
que las respuestas innatas que estan bajo control circadiano (Gibbs et al., 2014, Keller y col.,
2009; Nguyen et al., 2013; Scheiermann et al., 2012), también las respuestas inmunes
adaptativas parecen estar reguladas de manera circadiana. Nuestros datos del analisis
multivariado muestran que las condiciones que determinardn la generacion y tipo de
respuesta inmune adaptativa son distintas en las fases luminicas y nocturnas, y mas
especificamente al ZT11. Las diferencias encontradas en la respuesta inmune adaptativa
después de la inmunizacion con OVA confirmaron que el periodo diurno favorece respuestas
del tipo tolerogénicas hacia antigenos provenientes de la dieta, en comparacion con los
periodos nocturnos. En modelos murinos de alergia a antigenos dietarios utilizando OVA,
Tanabe y col. demostraron que la administracion oral del antigeno durante el periodo
luminico indujo mayor severidad en los sintomas de la alergia comparado con la
administracion durante el periodo nocturno (Tanabe, 2015 #127). Esta severidad estuvo
acompanada de una mayor produccion de citoquinas del perfil Th2 (IL-13 e IL-5), mayor
diarrea y pérdida de peso. De manera interesante, la absorcién del antigeno OV A resultod

significativamente aumentada durante la fase luminica debida al aumento en la permeabilidad
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intestinal dada por la disminucién en la expresion de proteinas presentes en las uniones
estrechas en el epitelio. En nuestro trabajo, en el modelo de tolerancia a OVA encontramos
menores indices de proliferacion en células de GLM cuando la ingesta del antigeno ocurri6
durante la fase oscura tardia (ZT23) y no cuando el antigeno se administro en la fase luminica
tardia (ZT11). M4s atn, en ensayos de transferencia adoptiva de células CD4" OT-II" OVA
especificas, la administracion diaria del antigeno empezando al ZT11 o ZT23 resulto en la
induccion de células T Foxp3" ; de manera interesante estas células estuvieron muy poco
representadas en GLM observandose que, cuando el antigeno se administré al ZT23 las
células Foxp3™ se localizaron en la LP, en tanto que cuando el antigeno se administro desde
el ZT11, las células Foxp3™ se concentraron en bazo. De acuerdo con nuestros datos, hay
evidencias que muestran que la tolerancia oral ademas de sus efectos sistémicos, actua
localmente en el intestino previniendo los fendémenos inflamatorios cronicos que resultan de
la excesiva reactividad contra antigenos dietarios (Hadis, 2011 #283). El egreso de las células
de ganglio explicaria la reducida producciéon de IL-10 en este tejido. Esto remarca
nuevamente el concepto de que el momento exacto de la administracion del antigeno y su
posterior encuentro con células especificas es decisivo para el desarrollo de respuestas
tolerogénicas que inducen células regulatorias Foxp3 capaces de condicionar la tolerancia a
nivel periférico. En este sentido Pabst y col., han propuesto un modelo de generacion de
células regulatorias en etapas: la primera supone la activacion de células naive antigeno
especificas en los GLM para generar un nucleo fundador que va a colonizar la LP intestinal
(es la tolerancia latente); en la segunda fase ocurre el homing de estas células y la instalacion
"irreversible" de la tolerancia en los tejidos expuestos al antigeno. Aqui, por efectos de
sefiales de células residentes, se produce la expansion de estas células, y en la tercera etapa
ocurre la diseminacion a nivel sistémico (Hadis, 2011 #283). Existe bastante consenso en
cuanto a que en el intestino las células T regulatorias Foxp3+ se localizan primariamente en
la LP (Colonna, 2016 #284; Sujino, 2016 #285). De manera interesante, paulatinamente se
produciria una migracion unidireccional desde LP al epitelio, en donde la estimulacion con
antigenos luminales fuerza la plasticidad de estos linfocitos que se convierten en células
CD4+ intraepiteliales que dejan de expresar el marcador caracteristico Foxp3 (Sujino, 2016

#285).
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En términos generales, se ha propuesto que el sistema inmune oscila entre dos fases a lo largo
del dia, una representada por un estado de alerta intensa cuando el animal se prepara para la
transicion a la actividad y el riesgo de infeccion o lesion es mayor, y un segundo estado
cuando el animal descansa y el riesgo de infeccion y lesion se reduce. Este estado puede
proporcionar una oportunidad para la resolucion de la inflamacion y la reparacion de los
tejidos (Curtis, 2014 #3). Nuestro trabajo de tesis avanza en esta conceptualizacién
demostrando la significativa influencia de la maquinaria del reloj circadiano en el
funcionamiento del sistema inmune en el intestino y de las connotaciones fisiologicas de la
misma. Nuestros resultados nos permitieron caracterizar una ventana temporal al final de la
etapa de mayor actividad de los animales en la que distintos factores y poblaciones
leucocitarias convergen en los GLM para desplegar en su mayor potencial la maquinaria de
la tolerancia. Pudimos demostrar ademas cémo la ausencia de un gen del reloj altera esta
sincronizacion y en qué medida la disrupcion luminica impacta en mediadores criticos de la
barrera colonica. Creemos que a partir de esta primera caracterizacion de los ritmos
bioldgicos en la inmunidad intestinal podremos ahondar en algunos de los complejos

mecanismos que imprimen ritmos que resultan claves para la homeostasis del intestino.
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Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la medias + SEM. Las diferencias estadisticas entre grupos se
determinaron mediante ANAVA de una o dos vias, seguido de un post-hoc de Bonferroni o
LSD de Fischer cuando el n por grupo fue distinto. Los andlisis estadisticos convencionales
se realizaron utilizando el software GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA).
Los analisis estadisticos multivariados se realizazon mediante el software Infostat (Infostat
version 2016, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina). Los valores de significancias

correspondientes a p<(0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Dado que para realizar un ACP es necesario que todas las variables estudiadas se hayan
determinado en un mismo raton, cuando se realizo este tipo de andlisis se evaluaron todos

los pardmetros considerados en todos los animales muestreados.

El ACP se empled como analisis exploratorio de datos y para construir modelos predictivos.
Se utiliz6 esta técnica estadistica para describir con precision muchas variables a traves de
un subconjunto pequefio de ellas con pérdida minima de informacién. El andlisis genero
nuevas variables (componentes principales) que explicaron la variabilidad existente en los
datos. A partir de estos componentes se construyeron graficos de dispersion (Biplot) para
visualizar tanto las observaciones como las variables en un mismo espacio. En el ACP el
coeficiente de correlacion cofenética reportado por InfoStat (0-1) aporté una medida del

ajuste de la reduccion lograda.

Por otro lado, se utiliz6 el ADL para describir algebraicamente las relaciones entre dos 0 mas
poblaciones (grupos) maximizando las diferencias. Al mismo tiempo con este analisis se
obtuvo un algoritmo que permitiria clasificar nuevos casos en los grupos establecidos a priori

en base a las variables independientes seleccionadas.

El ADL realizado con Infostat proporciond en su salida estadistica la funcion discriminante
correspondiente a cada eje candnico junto con la tasa de error de clasificacion o tasa de error
aparente (estimadores de la probabilidad de una mala clasificacion). Para este analisis se tuvo
en cuenta que el numero de variables utilizadas fuera igual o menor al nimero de repeticiones

por grupo.
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El MANOVA se utiliz6 para realizar inferencias sobre los efectos del conjunto de variables
de manera simultdnea. Como test a posteriori, se empled la prueba de Hotelling corregida

por la desigualdad de Bonferroni para realizar comparaciones entre grupos.

Animales

En el presente trabajo, se utilizaron ratones de la cepa C57BL6 machos y hembras de §-10
semanas de edad criados en condiciones libres de patégenos especificos y mantenidos bajo
condiciones estandares de temperatura, humedad y ciclos de luz-oscuridad 12:12 (a menos
que se detalle lo contrario) en el bioterio del CIBICI (CONICET), Departamento de
Bioquimica Clinica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Coérdoba. Los
protocolos de experimentacion fueron aprobados por la Comision de Evaluacién de
Protocolos conAnimales de Experimentacion de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

Resolucion HCD 1412/2012.

Para animales expuestos bajo condiciones de luz u oscuridad constantes durante 48 horas
previas al sacrificio se utilizaron cajas especialmente disenadas para el estudio provistas con
un bebedero y comedero de libre acceso para los animales. En el caso de los animales
expuestos a luz continua, la intensidad luminica se determino mediante la medicion de la

misma utilizada para los animales luz-oscuridad 12:12 controles.

Bebedero Comedero

Figura 44. Cajas de luz u oscuridad utilizadas para los experimentos de disrrupcion en las condiciones

luminicas equipadas con comederos y bebederos de libre acceso para los animales.
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Figura 45. Esquema experimental utilizado para el estudio del impacto de la disrupcion en las condiciones
luminicas sobre la inmunidad de mucosas. Para cada grupo experimental (ZT5, ZT11, ZT17 Y ZT23) el ZT al

cual se introdujo y se sacrifico los animales fue el mismo.

Citometria de Flujo y Cell sorting

El estudio de la expresion de marcadores de superficie se realizd de la siguiente manera.
Brevemente se tomaron 1x106 células de la suspension de GLM, placas de Peyer, bazo o
células de lamina propia y se procedidé a la marcacion durante 30 minutos a 4°C con
anticuerpos monoclonales especificos conjugados a distintos fluorocromos detallados en el
apartado Reactivos y Anticuerpos. Posteriormente las células fueron lavaradas y
resuspendidas en buffer FACS previo a su analisis por mediante el citometro FACs Canto 11

(BD Bioscience). Los analisis se realizaron utilizando el programa FlowJo (Tree Star, Inc.).

Para el andlisis de la expresion de los factores de transcripcion Foxp3 y Thbet, se realizé una
citometria intracelular utilizando los reactivos del set de marcacion intranuclear para Foxp3
de eBiosciences (eBioscience Cat. No. 00-5523). En primer lugar se realizé la marcacion de
superficie de las células con anticuerpos anti-CD4 , anti-CD45.1 (BD Bioscience) y anti
CD45.2 (BD Bioscience) y luego fueron fijadas y permeabilizadas siguiendo el protocolo
provisto por el comerciante. Las marcas intranucleares se realizaron con anti-Foxp3-APC
(Biolegend) y anti-Tbet-PE (BD Bioscience), incubadas por 20 minutos de 4°C, lavadas y
resuspendidas en buffer FACS. Las muestras fueron adquiridas en el citometro Facs Canto

II BD y los analisis se realizaron utilizando el programa FlowJo (Tree Star, Inc.).

Para el estudio del potencial de las células dendriticas obtenidas de vasos linfaticos aferentes

en inducir la expresion de marcadores homing sobre células CD4" de GLM in vitro, se
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marcaron células totales de GLM con un anticuerpo monoclonal anti-CD4 APC (BD
Bioscience) por 30 minutos a 4°C en buffer FACS en esterilidad. Posteriormente fueron
lavadas y resuspendidas en buffer FACS suplementado y purificadas por cell sorter en un

Citometro de Flujo Beckton Dickinson FACS Aria II.

Cultivo de células

Suspensiones de células (1x 10° células/ml) de GLM o de PP se cultivaron con medio RPMI
suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, glutamina al 1% y antibioticos (0,1%).
Los estimulos adicionados fueron los anticuerpos anti-CD3 (2pg/ml) + anti-CD28 (1 pg/mL)

Los sobrenadantes se recogieron 48 hs post cultivo y se utilizaron para determinar citoquinas.

Cultivos de explantos de intestino delgado y colon

Secciones de intestino delgado y de colon fueron abiertas longitudinalmente y lavadas con
PBS suplementado con antibidticos al 0,1%. Explantos de aproximadamente 1 cm se
cultivaron durante 24 hs en 1 mL de medio RPMI suplementado con 10% de SBF, glutamina
al 1% vy antibidticos al 0,1% y posteriormente se recogieron los sobrenadantes y se
mantuvieron a -80°C hasta realizar las determinaciones de citoquinas y quimioquinas como

se describid anteriormente.

Cultivo de vasos linfaticos

Una vez obtenidos los vasos linfaticos se cultivaron con medio RPMI suplementado con SFB
al 10%, glutamina al 1% y antibidticos al 0,1% durante 3 hs. Posteriormente, se removi6 la
red de linfaticos del cultivo la cual se homogeneiz6 mecanicamente con el Ultraturax
Homogenizer IKA® para la determinacion de proteinas mediante técnica de Western blot; el
medio remanente se centrifugd rapidamente a los fines de separar la fase celular y el
sobrenadante se reservo para evaluar citoquinas; las células se recuperaron para analizar el
fenotipo por citometria de flujo o bien se lisaron mediante solucion de lisis para Western

blot.
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Determinacion de citoquinas y quimioquinas

TNFa y MCP-1 (BD Biosciences) o IFNy, TGFp, IL-6 e IL-10 (BD Pharmingen) se midieron
en los sobrenadantes de cultivo mediante el uso de kits de ELISA, tal como esta especificado

por los fabricantes.

Determinacion de Nitritos

La actividad de la enzima iNOS se evalu6 por ensayo colorimétrico utilizando el reactivo de
Griess, que mide la cantidad de ON liberado. Para ello se tomaron secciones de intestino
delgado y de colon de aproximadamente 1 cm de largo en condiciones de esterilidad y en el
caso del intestino delgado se descartaron las PP. Las secciones fueron abiertas
longitudinalmente, se cultivaron en 1 mL de medio/antibidtico durante 24 hs y al cabo de

este tiempo se recolecto el sobrenadante para la determinacion de ON. Sobrenadantes libres

de células (100 pL/reservorio) se mezclaron con 200 L del reactivo de Griess-1,5%

sulfanilamida en HCL 1N y 0,1% dihidrocloruro de N-(1-naftil)etilendiamina en H>O, y se
incubaron 15 min a TA. La absorbancia se midi6 a 540 nm en un lector de placas (BioRad,

Hercules, CA, USA) y la concentracion de nitritos se calculd usando una curva estandar de

Na;N02. Los resultados se expresaron como UM de ON/1 x 10%élulas o como pM de

ON/gramo de tejido.

Ensayos de induccion de células regulatorias y efectoras in vivo

Para evaluar la induccion de la respuesta efectora de células T in vivo, se sortearon células T
CD4" de bazo y ganglios linfaticos de ratones OT - I - CD45.2 utilizando FACS Aria Fusion
(BD Biosciences) como se describio previamente. 2x10° células se transfirieron retro-
orbitalmente a ratones C57BL/6 CD45.1 naive congénicos. Los ratones recibieron OVA
(grado V, Sigma) disuelta en el agua de beber (1,5%) durante 6 dias y fueron sacrificados a
la misma hora que comenz6 su tratamiento con OVA, esto es a ZT11 o ZT23. Por citometria
de flujo se evaluaron los niveles intranucleares de los factores de transcripcion Foxp3 y T-
bet tanto en las células CD4" CD45.2 transferidas como en las CD45.1 receptoras en GLM,
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bazo y ldmina propia. Ademas se evalué mediante ELISA la presencia de IFNy e IL-10 en
sobrenadante de cultivo de estas células incubadas en presencia de OVA (30-50 ug/mL) o

anti-CD3/anti-CD28 durante 24.

Ratones CD45.1

N
9 SR RN 9 ®
Transferencia de células OVA 1,5% Sacrificio
ZT110ZT23

CD4* OT-II* CD45.2 ZT110ZT23

Figura 46. Esquema experimental utilizado para la evaluacion de la induccion de la respuesta efectora antigeno

especifica de células T in vivo.

Ensayo de tolerancia oral

Ratones C57BL/6 WT fueron alimentados con 100 pug OVA (grado V, Sigma) durante 5 dias
aZT11 y ZT23. Al dia 10 se inmunizaron ratones con adyuvante de Freund completo-OVA
(emulsion de 50 pl de CFA (Sigma) y 50 ul de PBS conteniendo 100 pg de OVA) por via
subcutanea en flancos izquierdo y derecho posteriores. Al dia 18 se sacrificaron los animales
y se obtuvieron los GLM y bazos que fueron disgregados mecénicamente. 1x10° células
fueron reestimuladas con OVA (30-50 pug/mL) durante 48 hs y los sobrenadantes se
analizaron para la presencia de IFNy e IL-10 por ELISA (BD Biosciences). Los dias 0 y 18
del protocolo se obtuvieron muestras de suero de los animales controles y tolerizados y se
evaluaron los niveles de anticuerpos IgGl e IgG2a especificos para OVA por ELISA

indirecto.
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Figura 47. Esquema experimental utilizado para en los ensayos de tolerancia hacia antigenos provenientes de

la dieta.

Histologia
e Microscopia Optica

Secciones de intestino delgado proximal (duodeno), intermedio (yeyuno) o distal (ileon) y
colon distal se fijaron inmediatamente en solucion de Carnoy (etanol 6: 4cido acético 3:
cloroformo 1, v/v/v) durante 2 hs a 4°C y luego se colocaron en etanol 100% hasta su
inclusion en parafina. Secciones de 10 um de espesor fueron montadas en portaobjetos de
vidrio y desparafinizadas. Para el analisis histologico general, los cortes fueron tefiidos
utilizando hematoxilina/eosina (H&E), PAS/AB o AT. Para la evaluacion histologica se
tuvieron en cuenta cambios o alteraciones en la histoarquitectura, nimero de células goblet
y tipo de mucina producida (4cidas o neutras), integridad de la membrana basal, estado de

vacuolizacion de las microvellosidades y visualizacion de red linfatica en las mismas.
e Microscopia Electronica

Secciones de intestino delgado proximal (duodeno), intermedio (yeyuno) o distal (ileon) y
colon distal fueron fijadas inmediatamente en solucion fria de 4% paraformaldehido/0,5%
glutaraldehido, 0,1 M cacodilato de sodio pH 7,4 por 24 hs a 4°C. Luego se lavaron los
fragmentos con cacodilato de sodio y posteriormente se deshidrataron mediante una serie
creciente de etanol para finalmente ser embebidas en LR Gold (London Resin Co., Reading,

Berkshire UK). Se realizaron secciones (90 nm de grosor) de los distintos tejidos mediante
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ultramicrétomo (Reichert Ultracut; Leica, Austria) y colocadas en rejillas de niquel para su

marcacion con inmunogold.

Obtencion de células de organos linfoides
e PPyGLM

Se aislaron las PP de la pared del intestino delgado (5/animal) y los GLM de la cavidad
peritoneal, excluyendo el tejido adiposo en el cual se encuentran y la red de vasos linfaticos.

Por disgregado mecanico se obtuvieron las suspensiones celulares correspondientes.
e Vasos linfaticos aferentes

Se extrajeron los vasos linfaticos aferentes de la cavidad abdominal previa remocién de los

GLM.
e Lamina Propia

El aislamiento de células de LP de colon se realiz6 como se detalla a continuacion. Se
removio el colon de la cavidad abdominal y se limpié cuidadosamente de materia fecal,
materia grasa y vasos sanguineos. Se lavo con PBS-gentamicina (0,1%), se abrio
longitudinalmente y se corto en trozos de 0,5 cm aproximadamente. Posteriormente se incubo
en medio tampon PBS suplementado con SBF al 10%, 1% de glutamina, 0,1% de
gentamicina, 0,1% de antifungicos y 1 mM de DTT (DL-dithiothreitol, D0632 Sigma
Aldrich) durante 15 min a temperatura ambiente en agitacion. Se realiz6 un lavado con PBS
(gentamicina 0,1%) y a continuacion de realizaron tres incubaciones de 30 minutos a 37°C
en agitacion en tampon PBS suplementado con SBF al 10%, 1% de glutamina, 0,1% de
gentamicina, 0,1% de antifungicos y EDTA 1 mM. Terminada esta etapa se incubd el tejido
overnight en medio RPMI completo con colagenasa tipo IV (5 pg/mL). Finalmente se
disgregd mecanicamente con malla metalica, se lavd con RPMI y centrifugd durante 10

minutos a 1500 rpm. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendié en medio RPMI completo.
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Obtencion y evaluacion de mucinas

Luego del sacrificio se procedid a la remocion del intestino delgado y del grueso que fueron
colocados en PBS, lavados con solucion fisioldogica y posteriormente abiertos
longitudinalmente. A continuacién se procedio al raspado de la cara luminal con bisturi y
tanto el raspado luminal como el tejido remanente (que se homogeneizd con Ultraturax

Homogenizer IKA®) fueron guardados a -80°C hasta su posterior analisis.

Para determinacion de mucinas se puso a punto un método colorimétrico basado en la tincion
de glicoproteinas con el método de PAS usado por Mantle y Allen (1978) y readaptado del
trabajo de Navarro-Garcia (2010). Para ello 40 pL de contenido intestinal o de homogenato
se mezclaron con partes iguales de agua 18x, se agregaron 10 puL de una solucion de 7%
acido acético/1% acido periddico y se incubd durante 2 hs a 37°C. A continuacion de
agregaron 10 pL de reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich) y luego de 5 min se procedi6 a la
lectura a 595 nm en un lector de placas de ELISA (Bio-Rad). Como estandar se utilizé mucina

tipo III de cerdo (Sigma Aldrich).
Reactivos y anticuerpos

El LPS utilizado fue de E. coli O55-B5 (Sigma). Los anticuerpos anti-CD3 (17A2), anti-
CD28 (37.51), anti-CD4 (GK 1.5), anti-CD8 (53-6.7), anti-CD19 (1D3), anti CD62L (MEL-
14), anti-CD69 (H1.2F3), anti-CD11c (HL3), anti-CD11b (M1/70), anti-CD103 (M290),
anti-CD86 (GL1), anti-F4/80 (BMS), anti-MHC-II (25-9-17) anti-CX3CR1 (cat.
FAB5825A), anti-04B7 (DATK32) y anti-CCR9 (CW-1.2), conjugados a distintos
fluorocromos como isotiociano de fluoresceina (FITC), aloficocianina (APC), ficoeritrina
(PE) y sus derivados PE-Cy5 y PE-Cy7, fueron de la firma BD PharMingen (San Diego, CA,
EEUU).

Real Time PCR

La evaluacion de los ARNm para los genes del reloj Bmall (ID: Mm00500226 ml), Per2
(ID: Mm00478113 m1) y Gapdh (ID: Mm99999915 g1) se realiz6 utilizando Tagman Gene
Expression Assay de Thermo Fisher Scientific. E1 ARN total se extrajo con TRIzol® (Life
Technologies, Gibco) y se cuantificod midiendo la absorbancia a 260/280nm (Biotek Sinergy
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HT). La transcripcion reversa se realizé tomando 2pg de ARN total e incubando con 0,25ug

de oligo (Pabst et al.) (Biodynamics, BuenosAires, Argentina) por 5 min a 70°C. Las muestras
se incubaron durante 1 h a 42°C con 25 U del inhibidor de Ribonuclease (RNasin)(Promega,
Madison, WI), deoxinucleoside trifosfato 1,25 mM (Invitrogen, LifeTechnologies, CA) y
200 U M-MLYV de transcriptasa reversa (Promega) en el tampon de reaccion MMLV 5X

(Promega) en un volumen final de 20pL.

La real time PCR se realizé en Step One Plus Detection System (Real-Time PCR System-

Thermo Fisher Scientific). Cada mezcla de reaccion tuvo 1JL de ADNc con 0,3 pl de los

primers sentido y anti-sentido correspondientes, 6 pl de 2x TagMan® Master Mix (Applied

Biosystem, Life Technologies, Brasil) y agua DEPC hasta completar un volumen total de 12

ML por muestra. Cada corrida se realiz6 con un ciclo de 10 min a 95°C para la activacion de

la enzima polimerasa, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 10 seg y 60°C por 1 min. La
expresion de los genes blanco se relativizo con B-actina y el nivel de expresion para cada gen
se calculd utilizando el método AACT (delta delta CT). El valor obtenido se us6 para

comparar el nivel de expresion para cada molécula.

Western blot

Las células obtenidas de vasos linfaticos se lisaron mediante solucion de lisis. Las alicuotas
de los homogenatos o de los lisados celulares se diluyeron en tampon de corrida y se
calentaron a 100°C durante 10 min. Los antigenos presentes en el lisado celular se separaron
por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 15%
(D6), 12,5% (CCL21) o 7,5% (Muc-2). Se sembraron 100 pg de proteina/calle, se realiz6 la
corrida electroforética a 140 V y se transfirid, por intervalo de 1 h a 100 V, a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon 120 min en tampo6n TRIS-solucion
salina (TBS, pH 7,2-7,4)-3% leche y luego se incubaron 12 hs a 4°C con los distintos
anticuerpos a las diluciones que se indica: 1:250 anti-D6 (Abcam), 1:1000 anti-CCL21
(Abcam), 1:200 de anti-Muc2 (Abcam) y 1:1000 anti-B-actina como control de carga (Cell

Signaling). Las membranas se lavaron con TBS-0,05% Tween 20 y se incubaron con
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anticuerpos de raton anti-IgG de conejo conjugados con IRDye800CW (1:15000) (LI-COR
Biosciences) para CCL21 y B-actina; anti-IgG de cabra conjugado con IRDye680RD
(1:15000) (LI-COR Biosciences) para D6; y anti-IgG de raton conjugado con IRDye680CW
(1:15000) (LI-COR Biosciences) para Muc2 . La inmunodeteccion se realizd mediante
Odyssey® Imaging System (LI-COR Biosciences), de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.
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