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EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN DEL ÁCIDO ALL- 
TRANS RETINOICO (ATRA) EN UN MODELO MURINO DE 

INMUNOSUPRESIÓN INDUCIDA POR LIPOPOLISACÁRIDO 
BACTERIANO.

Martire Greco Daiana
Instituto de Medicina Experimental. IMEX-CONICET. Academia Nacional de 

Medicina.

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

La exposición a lipopolisacáridos (LPS), el principal componente de la 
membrana de bacterias Gram-negativas, ha sido considerada la fase inicial 
y una de las causas de la inmunosupresión frecuentemente observada en 
la sepsis tardía.Las infecciones secundarias que se desarrollan debido a la 
inmunosupresión post-sepsis son una causa importante de muerte en pacien-
tes sépticos. Se sabe que la vitamina A (retinol) desempeña un papel esencial 
en el sistema inmunológico y puede ser importante para el funcionamiento 
óptimo del sistema inmune innato y adaptativo [1]. La mayoría de los efec-
tos de la vitamina A están mediados por el ácido all-trans retinoico (ATRA. 
Por otra parte, los ensayos clínicos han demostrado que el suplemento con 
vitamina A reduce la morbilidad y la mortalidad por diversas enfermedades 
infecciosas [2], y numerosos estudios en modelos animales han confirmado 
la capacidad de la vitamina A para prevenir las infecciones y fortalecer el 
sistema inmunológico.

RESULTADOS 

El tratamiento ATRA oral a ratones IS no afecta a la respuesta a 
LPS: Se estudió la capacidad del ATRA de modificar la producción de TNF-a 
sistémico e IL-10 después de la inoculación de una dosis letal de LPS. Como 
se muestra en la Figura 1 B y C, los grupos Control y ATRA sólos mostraron 
aumentos significativos en sus niveles sistémicos de TNF-a e IL-10 a 1,5 
h. después de la administración de LPS y 24 h. más tarde los animales se 
los encontró moribundos (luego, se sometieron a eutanasia). Sin embargo, 
y como se esperaba, en el grupo inmunosuprimido (IS) no se observó un 
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aumento de sus niveles de citoquinas y los ratones sobrevivieron a la inocu-
lación letal de LPS. La respuesta a LPS en el grupo de ratones IS que reci-
bieron ATRA oral (IS+A) fue similar a los observados en los ratones IS. Estos 
resultados indican que la tolerancia a LPS, en términos de supervivencia y 
producción de citoquinas sistémica, no se ve afectada por la administración 
de ATRA.

Figura 1. Producción sistémica de TNF-α e IL-10. A- Los grupos experimentales utilizados. 
B-TNF-α y C-IL-10 en plasma 1,5 h después de una dosis letal de inoculación con LPS (200 μg). 
Los resultados se expresan como la media ± SE. N = 12 por grupo, * p <0,05 frente a Control.

La administración de ATRA oral mejora la eliminación de bacterias

A continuación estudiamos los efectos de la administración de ATRA 
oral en la respuesta a una infección bacteriana local. Para este propósito, en 
estos experimentos los ratones IS recibieron LPS mediante inoculaciones 
e.v. a fin de evitar la migración inducida por LPS de PMN al peritoneo antes 
de la exposición bacteriana. Nuestros propios resultados, y los descriptos por 
otros, demostraron que la respuesta a LPS es idéntica cuando se inyecta e.v. 
o por vía intraperitoneal (i.p.). A continuación, los ratones se inocularon con 
una suspensión polimicrobiana de bacterias intestinales aeróbicas, y des-
pués de 4 h las bacterias restantes se determinaron en lavados peritoneales. 
Como se muestra en la Figura 2A, los ratones IS mostraron un aumento en 
el número de CFU luego de realizar lavados peritoneales y esto fue revertido 
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por el tratamiento ATRA. Esta reversión fue acompañada por un aumento en 
el número de PMN que migraron al sitio de la exposición bacteriana (Figu-
ra 2B). Además, el estado de activación de PMN del grupo IS + ATRA fue 
mayor en comparación con los ratones IS, determinado por los niveles de 
expresión de CD11b (media de intensidad de fluorescencia IMF, figura 2C). 
La diferencia en la eliminación de bacterias entre el grupo IS y el IS+ ATRA 
no se observó relacionada con una inducción selectiva de citoquinas en el 
peritoneo, ya que tanto los niveles de TNF-α como de IL-10 después del estí-
mulo bacteriano fueron similares en ambos grupos (Figura 2D y 2E). En este 

Figura 2. La eliminación de las bacterias se moduló por la administración oral de ATRA en ratones 
IS. A- La eliminación bacteriana se determinó mediante la inoculación de bacterias en el peritoneo 
y la medición del CFU.. B-Los neutrófilos Gr-1 + CD11b + en lavados peritoneales se determinaron 
por citometría de flujo. C- Intensidad media relativa de fluorescencia (IMF) de CD11b dentro de la 
población Gr-1 + CD11b +. D-TNF-α y E- IL-10 en lavados peritoneales. Los resultados se expre-
san como la media ± SE. N = 24 por grupo, * p< 0,05 frente a Control; # p <0,05 vs IS.
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sentido, una respuesta anti-inflamatoria predominó en los grupos IS e IS + 
ATRA en comparación con el grupo Control y ATRA solo, evidenciado por 
bajos niveles de TNF-α e IL-10.

El tratamiento con ATRA oral no modula la supervivencia de la 
población de MDSC ni la proliferación de células T

Por lo tanto, en este trabajo se midió la proliferación de células T in vitro 
utilizando Concanavalina A como un estímulo específico T en células en 
bazo. Se encontró que la proliferación T se redujo en los ratones IS en com-
paración con los ratones del grupo Control, y este efecto fue dependiente de 
las MDSC, debido a que la eliminación de las MDSC utilizando un anticuerpo 
específico anti-Gr-1 con perlas magnéticas, fue capaz de revertir la prolifera-
ción a niveles del grupo Control (Figura 3A). La administración simultánea de 
ATRA oral a ratones IS no fue pudo de revertir la inhibición de la proliferación 
de células T (Figura 3A). Consistentemente con estos resultados, se aumen-
tó el número absoluto de MDSC (Gr-1 + CD11b +) en el bazo de los ratones IS 
y se observó que la administración de ATRA oral no alteró este número (Figu-
ra 3B). Dado que este valor aumentado puede no implicar que las MDSC 
estén todas activas o vivas, medimos la apoptosis de las MDSC (AnV+ Gr-1+ 
CD11b+). Encontramos una disminución en el porcentaje de apoptosis (Figu-
ra 3C), y recíprocamente un mayor número de MDSC vivas (Gr-1 + CD11b +), 
tanto para el grupo IS e IS+ATRA (Figuras 3D).

Administración del ATRA intraperitoneal

Dado que muchas veces la vía oral puede no ser la más adecuada para 
observar la modulación de los parámetros inmunológicos en el bazo, decidi-
mos cambiar la vía de administración a la vía intraperitoneal (i.p.). Al igual que 
en los experimentos de la eliminación de bacterias, y para evitar cualquier 
posible interacción entre ATRA y LPS se inoculó al LPS por vía intravenosa.

A continuación, se estudiaron los efectos de la administración i.p. del 
ATRA en diferentes parámetros esplénicos. Como se muestra en la Figura 
4B, la proliferación de linfocitos T se redujo en los ratones IS, pero el trata-
miento con ATRA a los ratones IS revirtió casi completamente este efecto. 
La inoculación de ATRA sólo no causó alteraciones en la proliferación de 
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linfocitos T del bazo. Por otra parte, los ratones IS mostraron un aumento del 
número de MDSC, que fue completamente revertido por la administración 
de ATRA (Figura 4C). Cuando analizamos las diferentes subpoblaciones de 
linfocitos, se encontró que el número de células B CD19 + fue mayor y las 
células CD4 + y CD8 + fueron más bajos en los ratones IS comparado con 
el grupo Control. Aunque la administración i.p. del ATRA a ratones IS logró 
restaurar el número de células CD19 +, pero no causó ningún efecto sobre los 
linfocitos CD4 + ó CD8 + (Figura 4D).

El examen histológico del bazo

La figura 5 muestra la histología del bazo de ratones de todos los grupos 
experimentales. En los bazos de ratones del grupo Control, la pulpa blanca 
mostró las vainas linfoides periarteriolares (PALS), los folículos y las zonas 
marginales normales. En la pulpa roja cordones esplénicos normales y senos 

Figura 3. Efectos de ATRA oral sobre la modulación MDSC y proliferación de células T en 
el bazo de ratones IS. A - Proliferación de células T. B- Número absoluto de Gr-1 + CD11b + 
MDSC. C- Porcentaje de células apoptóticas (AnV +) Gr-1 + CD11b +. D- Número absoluto de 
células vivas (AnV-) Gr-1 + CD11b +. Los resultados se expresan como la media ± SE. A y B n
= 24 por grupo, C y D n = 12 por grupo. * P <0,05 frente a Control, # p <0,05 frente a IS.
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venosos (Figura 5A). En los ratones IS, las estructuras de pulpa blanca se 
observaron más pequeñas y con forma irregular; esta contracción se debió 
principalmente a la reducción de las poblaciones de linfocitos en los PALS 
exteriores, el folículo y la zona marginal. La pulpa roja se observó relativa-
mente agrandada, debida a la disminución de todos los componentes celu-
lares de pulpa blanca (Figura 5B). El bazo de los IS animales tratados con 
ATRA mostraron una histología parcialmente restaurada e irregular (Figu-

Figura 4. Efectos de ATRA oral sobre la modulación MDSC y proliferación de células T en el bazo 
de ratones IS. A - Proliferación de células T. B- Número absoluto de Gr-1 + CD11b + MDSC. C- 
Porcentaje de células apoptóticas (AnV +) Gr-1 + CD11b +. D- Número absoluto de células vivas 
(AnV-) Gr-1 + CD11b +. Los resultados se expresan como la media ± SE. A y B n = 24 por grupo, C 
y D n = 12 por grupo. * P <0,05 frente a Control, # p <0,05 frente a IS.
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ra 5C). Las estructuras de pulpa blanca reanudaron su tamaño y forma de 
manera irregular; algunos de los animales mostraron poblaciones de células 
completas y normales, mientras que otros mostraron una población de célu-
las incompleta, sobre todo, la zona marginal. La pulpa roja fue restablecida y 
la relación pulpa blanca / roja fue parcialmente restaurado. El bazo de anima-
les tratados sólo con ATRA fueron similares a los del grupo Control.

Figura 5. Examen histológico del bazo de los diferentes grupos (coloración con hematoxilina y 
eosina, x 100). A- Control. B- IS. C - IS + ATRA i.p.

CONCLUSIÓN

En este estudio se inocularon ratones con dosis diarias crecientes de 
LPS como un modelo que imita la fase inmunosupresora que puede desarro-
llarse después de la sepsis, y se exploró la capacidad de ATRA para mejorar 
la inmunocompetencia en estos animales. Se encontró que la administración 
oral de ATRA a ratones IS mejoró la eliminación de bacterias, pero no tuvo 
ningún efecto en la modulación del estado de tolerancia a LPS (en términos 
de supervivencia o inducción de citoquinas) o la proliferación de células T 
suprimida en el bazo, Con un mayor número de MDSC in vivo. Esto fue en 
contraste con nuestros resultados anteriores en los ganglios linfáticos uti-
lizando el mismo modelo y el protocolo experimental, donde encontramos 
que ATRA moduló la supervivencia de MDSC y restableció la proliferación 
de células T [3].

Creemos que las diferencias en la respuesta de las células de órganos 
linfoides son un resultado interesante per se, dado que una comparación de 
las respuestas de las células de varios compartimentos debería ser necesarios 
para estudiar un fenómeno particular. La falta de modulación de las poblacio-
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nes de bazo no invalida el hecho de que un fármaco puede influir en la respues-
ta inmune en otros compartimentos. Por ejemplo, Krueger et al. han informado 
de que las células del bazo responden a baja concentración, mientras que las 
células de los ganglios linfáticos responden a altas concentraciones de antí-
genos asociados a tumores [4]. En conjunto, estos datos reflejan diferencias 
en el ambiente entre el ganglio linfático y el bazo, especialmente teniendo en 
cuenta que, en contraste con los seres humanos, el bazo de ratones adultos 
es un órgano hematopoyético. La hematopoyesis se activa en respuesta al 
LPS [5-7], hipótesis de que los factores relacionados con la diferenciación y/o 
proliferación de precursores pueden influir en la respuesta inmune en el bazo, 
y por lo tanto, el efecto de ATRA en estas condiciones puede ser enmasca-
rado por la efecto de LPS. Por lo tanto, creemos que es importante estudiar 
los parámetros que implican una respuesta global coordinada a un grupo de 
células, en lugar de una célula aislada o incluso órgano, al evaluar los efec-
tos de un fármaco o interpretar la eficacia de un tratamiento. En este sentido, 
hemos demostrado previamente que la administración de ATRA a los ratones 
IS fue capaz de modular la respuesta inmune humoral primaria [3], y en este 
trabajo se encontró que también fue capaz de mejorar la eliminación de un reto 
local bacteriana. Esta última cuestión se asoció con un mayor número de PMN 
migrando al peritoneo y la restauración de la expresión de CD11b, de acuerdo 
con los resultados publicados por Minet-Quinard et al., quien informó de que el 
ácido retinoico indujo un aumento tanto en la migración espontánea y expre-
sión en la superficie celular de CD11b en PMN humanos [8].

El ATRA se administra a los pacientes leucémicos por vía oral, siendo 
esta vía considerada la más económica disponible, la más fácil de usar y la 
más segura. Además, la absorción de un fármaco a través del intestino pue-
de variar entre los individuos y como ATRA es, de hecho, metabolizado en 
el hígado, esto podría reducir la cantidad de ATRA efectivamente entregado 
a los tejidos. Teniendo en cuenta estas consideraciones, otra explicación de 
la falta de modulación de las poblaciones / funciones de las células del bazo 
del IS por ATRA, podría ser que gran parte de la concentración de ATRA se 
pierde por la vía utilizada. Por lo tanto, se realizó otro protocolo en el que se 
administró ATRA i.p. Utilizando esta vía, se evidenciaron claros efectos histo-
lógicos y funcionales en el bazo, observando una disminución en el recuento 
de células totales y números de MDSC, junto con una restauración de la pro-
liferación de células T. Por lo tanto, la administración oral de ATRA puede no 
ser la mejor vía para observar los efectos en el bazo..

La importancia de ATRA como potencial suplemento terapéutico en 
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sepsis tardías se apoya en los hallazgos observados en pacientes sépticos. 
Reducción de los niveles de retinol se han observado en el suero de pacien-
tes críticos con sepsis o shock séptico [9, 10]. En otro estudio, Neves et al. 
observó una fuerte correlación entre los bajos niveles séricos de retinol y 
mayor pérdida urinaria de este nutriente en los individuos con infecciones 
[11]. Por lo tanto, una hipótesis posible es que la sepsis aumenta la utilización 
orgánica de la vitamina A, causando así una disminución de los niveles séri-
cos de retinol, lo que promovería el agotamiento de las reservas hepáticas 
de este micronutriente contribuyendo a más susceptibilidad a las infeccio-
nes secundarias y a una inmunosupresión post-sepsis generando un ciclo de 
“infección, deficiencia inmunitaria, infección”. Por lo tanto, la administración 
de ATRA puede restaurar la deficiencia de vitamina A y mejorar el estado 
inmunológico en estos pacientes.

En resumen, los resultados aquí presentados junto con la evidencia de 
la deficiencia de vitamina A en pacientes sépticos presentan al ATRA como 
un potencial tratamiento beneficioso para mejorar la respuesta inmune pre-
viniendo infecciones oportunistas en la inmunosupresión por sepsis tardías.
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SUMMARY

Our objective was to determine the effects of all trans-Retinoic Acid 
(ATRA) on the spleen of LPS-immunosupressed mice. Oral doses of ATRA 
increased bacterial clearance and ATRA i.p. doses increased T cell prolifera-
tion and decreased the number of MDSC. ATRA improved the innate immune 
response depending on the route of administration.


