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RESUMEN

La sobrevida de un órgano trasplantado depende del control de la respuesta

inmune contra el injerto. El uso de medicamentos inmunosupresores permite

controlar la respuesta Inmune, sin embargo, estas drogas tienen efectos

colaterales como la aparición de infecciones oportunistas, neoplasias e

hipertens¡ón, que ponen en riesgo la vida de los pacientes. Es así como la

inducción de tolerancia específica hacia antígenos del donante se ha convertido en

un blanco de estudio para disminu¡r el uso de drogas inmunosupresoras y lograr

meiores resultados en trasplanles.

La lolerancia inmunológica en el contexto del trasplante puede ser def¡nida

idealmente como un estado en el cual, el sistema ¡nmune no genera una respuesta

patológica contra aloantígenos y no se requiere de inmunosupresión exógena

conservando la respuesta inmune contra otros antígenos, lo que permite la

supervivencia del órgano trasplantado. Para lograr la tolerancia ¡nmunológica, en

este trabajo, se administraron aloantígenos del donante en forma de fagosomas a

ratones receptores y luego se inmunizaron con células del donante como modelo

de trasplante alogén¡co. Los fagosomas fueron producidos con m¡cropartículas de

PLGA aisladas desde células dendríticas inmaduras que fagocitan estas partículas

y que transportan moléculas del donante. Se administró una única dosis de

fagosomas alogénicos y se evaluó la respuesta inmune celular y humoral.

Demostramos que el tratamiento con fagosomas previo a una inmunización con

células del donante disminuye la respuesta inmune, siendo este efecto dependiente

de la dosis de fagosomas aplicada y antígeno específica. Estos resultados sugieren

que la utilización de fagosomas alogénicos previo al trasplante de órganos podría



permitir la inducción de tolerancia y disminuir el uso de drogas inmunosupresoras.
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ABSTRACT

The survival of a transplanted organ depends on the control of ihe

¡mmune response against the graft. The immunosuppressive drugs control

the immune response, however, these drugs have side effects such as

opportunistic infections, neoplasms and hypertension that put in risk the life

of the patients. Thus, the induction of spec¡fic tolerance to donor antigens

has become a target to reduce the use of immunosuppressive drugs and

ach¡eve better results in transplantation.

lmmunological tolerance can be defined as a state in which the

immune system does not generate a pathological response against

alloant¡gens and do not requires exogenous immunosuppression, but ¡t ¡s

maintaining immune responses against other antigens, that allow the survival

of transplanted organ. ln this study, we administered donor alloantigens in

the form of phagosomes to recipient mice and then they were immunized

w¡th donor cells as a model of allogeneic transplantation. Phagosomes were

produced with PLGA m¡croparticles isolated from immature donor dendr¡t¡c

cells, which transport MHC class I and ll. We evaluated the effect of a single

dose of allogeneic phagosomes in the cellular and humoral ¡mmune

response. We demonstrate that the treatment with phagosomes prior to

immunization with donor cells reduces the immune response, and this effect

was dose dependent and antigen specific. These results suggest that the use

of allogeneic phagosomes prior to organ transplantation could allow the



induction of tolerance and decrease the use of ¡mmunosuppress¡ve drugs.
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I.INTRODUCCION

El trasplante de órganos entre ¡ndividuos de la misma espec¡e ha sido uno de

los avances en medicina más importantes y gracias a las nuevas técnicas

quirúrgicas y terapias inmunosupresoras, el trasplante es un procedimiento común

en los centros hospitalarios. El trasplante de órganos es utilizado como ún¡ca

alternativa en el caso de falla term¡nal renal, cardiaca y pulmonar o como

tratamiento para mejorar la calidad de vida de pac¡entes diabéticos al reemplazar

un páncreas defectuoso (Kresnsky & Pober, 2000; Leachler y cols, 2005). En Chile,

se han realizado más de 200 trasplantes en el año 2010, s¡endo líderes en la región

en este tipo de procedimientos. Sin perjuicio de esto, el éxito de los trasplantes

depende de una inmunosupresión eficiente, la cual promueve la aparición de

infecciones oportunistas, tumores secundarios y efeclos colaterales como el

aumento en el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Es imper¡oso la creación

y el estudio de nuevas estrategias de ¡nmunosupresión, donde se manipulen los

mecanismos inmunológicos de tolerancia central y periférica del receptor para

generar tolerancia antígeno específica que permita la aceptac¡ón de órganos a

largo plazo, disminuyendo al mín¡mo el uso de drogas inmunosupresoras.

1.1. Alorreactividad y mecanismos celulares del rechazo.

La a¡orreactiv¡dad es la respuesta inmune en contra de las células de un órgano

trasplantado de un individuo de la misma especie que presenta diferencias alélicas

en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Los linfocitos T (LT)

reconocen a los péptidos alogénicos cargados en las moléculas de MHC y se



activan, lo que favorece las respuestas de los linfocltos B (LB) y la activación de los

mecanismos efectores de la respuesta inmune. Los LT se diferencian en LT

citotóx¡cos CD8+ o LT de ayuda CD4+ depend¡endo del reconocimiento de las

moléculas MHC clase I y ll, respectivamente (von Boehmer y cols, 2003). Existe

una mayor frecuenc¡a de LT alorreactivos que de LT específ¡cos contra cualqu¡er

otro péptido foráneo, lo que sugiere la ex¡stencia de una degeneración en el

reconoc¡m¡enlo de las moléculas de MHC (Felix & Allen, 2007). Las moléculas de

MHC son altamente polimórficas, pues existen cientos de distintos alelos MHC

presentes en la población humana y cada individuo puede expresar a lo menos seis

diferentes alelos MHC clase I (MHC l) y seis alelos MHC clase ll (MHC ll). Las

moléculas de MHC I se expresan en todas las células, mientras que las moléculas

de MHC ll sólo están expresadas en las células presentadoras de antígenos

profesionales (APC) como las células dendríticas (DC), los macrófagos, los LB y las

células epitel¡ales del timo, siendo las DC las únicas €paces de act¡var a los LT

vírgenes e iniciar Ia respuesta inmune.

Debido a la alorreactividad y en ausencia de drogas inmunosupresoras, el

órgano trasplantado es infiltrado densamente por leucoc¡tos del receptor, fenómeno

conocido como rechazo agudo, que se presenta típicamente entre 1 a 2 semanas

después del trasplante. El rechazo agudo causa necrosis celular del injerto yio

trombos¡s de los vasos sanguíneos, siendo los LT CD8+ citotóxicos los principales

involucrados, pues las drogas inmunosupresoras que se usan en pacientes como la

ciclosporina y el iracolimus, bloquean la respuesia de los LT CD4+ más

ef¡cientemente que la de los LT CD8+ (Strehlau y cols, 1997). Los aloanticuerpos

reconocen las moléculas MHC expresadas por las células endotel¡ales y son

causantes del rechazo vascular de los aloinjertos.



Los agentes inmunosupresores pueden prevenir o revertir en gran med¡da el

rechazo agudo, pero el injerto puede sucumbir a un rechazo a largo plazo, conocido

como rechazo crónico, que se caracteriza por un reemplazo del parénquima del

injerto por fibrosis. En el rechazo crónico, participan los LT CD4+ alorreact¡vos

productores de citoquinas, los LT CD8+ aloreactivos citotóxicos y los anticuerpos

alorreact¡vos producidos por los LB. Los LT CD4+ activados por el reconocimiento

de aloantígenos promueven la generación de LT CD8+ y la activación de LB

productores de aloanticuerpos y activan de manera antígeno independiente a los

macrófagos que generan espec¡es reactivas de oxígenos, óxido nítrico y enzimas

degradat¡vas. Los LT CD8+ pueden producir IFN-y, dañando a los injertos por

citólisis directa del parénquima y de las élulas vasculares (Lowry, 1996).

Gracias a la aplicación de drogas inmunosupresoras el rechazo agudo del

traspfante es menor al 10o/o de los casos, pero la introducción de nuevas drogas

inmunosupresoras no han alterado la pérdida tardía de injertos debido al rechazo

crónico (Libby & Pober, 2001).

Las DCs regulan el rechazo agudo y crónico porque presentan aloantígenos a

los LT del receptor a través de la presentac¡ón directa, indirecta y semidirecta. En la

presentación directa, existe el reconocimiento de las moléculas de MHC de las DCs

y/o macrófagos del injerto por parte de los LT CD4+ del receptor. La presentación

indirecta involucra el reconocimiento de los péptidos provenientes de fragmentos de

células del donante cargados en moléculas de MHC propias. (Felix & Allen, 2007).

En la vía semidirecta, los linfocitos T del receptor reconocen a las moléculas de

MHC del donante que son transfer¡das intactas desde las células del donante a la

superficie de las DC del receptor a través de la transferenc¡a de vesículas. El nivel

de participación de cada vía de presentación depende del tiempo transcurrido



después de realizado el trasplante, el tipo de trasplante y el modelo experimental

utilizado (Morelli & Thomson, 2007).

La vía directa ha sido considerada clásicamente como el mecen¡smo de

presentación involucrado en el rechazo agudo, pero la vía de presentación indirecta

predomina tardíamente, convirtiéndose en el principal mecanismo involucrado en el

rechazo crónico.

También existen otros mecanismos que contribuyen al rechazo de

alo¡njertos, como la hipoxia por isquemia/reperfus¡ón, la hiperlipidemia, infecciones

y traumas mecánicos que pueden provocar respuestas pro-inflamatorias. También

la preexisiencia de lesiones arteriosclerót¡cas son sustrato para la evoluc¡ón

acelerada de lesiones provocadas por activación ¡nmunológica (Lyson y cols, 1993).

1.2. Tolerancia central y perifér¡ca.

El sistema inmune posee dos mecanismos para impedir la respuesta inmune

contra los antígenos propios conoc¡dos como tolerancia central y tolerancia periférica.

La tolerancia Gentral se produce a nivel de los órganos linfoides centrales a través de

la deleción los progenitores linfoides autoneactivos en el timo y en la médula ósea (LT

y LB, respectivamente). En el timo cerca del 90-99% de los LT autorreactivos son

delec¡onados por apoptosis a través de la interacción del receptor Fas y su ligando

FasL. Los linfocilos que salen del timo y circulan en la periferia han sorteado los

mec€nismos de selección positiva donde se eliminan a los progenitores que no

reconocen o poseen una baja afin¡dad por las moléculas de MHC, y la selecc¡ón

negativa, donde se elim¡nan los linfocitos T que poseen una alta afinidad por el



complejo antígeno propio-MHC. (Hogquist, 2005).

Sin embargo, en adultos ex¡sten algunos linfoc¡tos con la capacidad de

reconocer los componentes prop¡os, pues en el t¡mo y en la médula ósea no se

produce la elim¡nación completa de los linfocitos autoneaclivos, esto implica que los

clones autorreac{ivos que persisten requieren de un control a nivel periférico para

evitar la ac{ivación de una respuesta autoinmune, este control fuera de los órganos

linfoides primarios es conocido como tolerancia periférica (Li y cols, 2001).

Pero, a pesar de estos mecanismos de control, existe alrededor de un l0olo

de LT totales que reconocen antígenos alogénicos (Suchin y cols, 2001), por lo que

la magnitud de LT que se deben delecionar para generar tolerancia a los antÍgenos

provenientes de un órgano trasplantado es enorme. Estas considerac¡ones

sugieren que el mecan¡smo de deleción es crítico para la inducción de tolerancia en

trasplantes, y se ha p¡opuesto la introducción de células alogénicas en el timo para

generar la deleción clonal de los LT alorreactivos (Sykes, 2001).

La mantención de la tolerancia per¡férica es realizada a través de varios

mecanismos inmunológ¡cos, entre ellos está la anerg¡a clonal que corresponde a un

estado refractario de los LT causado por la presentación de antígenos por parte de

algunas APC que no poseen moléculas co-estimuladoras como CD80 o CD86. Otro

mecanismo de tolerancia periférica es la ¡gnorancia clonal en donde los linfocitos T

autoreactivos nunca se encuentran con el antígeno apropiado pues están

secuestrados en tejidos ¡naccesibles que provoca su muerte por la falta de

estimulación (Li y cols, 2001 ; Sprent & Kishimoto, 2001).

Otro de los mecanismos de tolerancia per¡fér¡ca fue propuesto por primera



vez en los años 80, donde se encontró que existía un subconjunto de células

reguladoras que suprimen dominantemenle los LT efectores y en especial los

autorreactivos que existen normalmente en la periferia que escapan al control de la

deleción clonal del timo (Sakaguchi S- y cols, 2007). Estas células fueron

primeramente reconocidas como linfocitos T reguladores (LT reg) con un fenotipo

CD25+ CD4+ (LT reg), que expresan el factor de transcripción Foxp3. Los LT reg

representan entre el 5-10o/o de los LT circulantes y su ausencia provoca

enfermedades autoinmunes (Sakaguchi y cols, 1995) pues controlan negativamente

casi todas las respuestas inmunes adaptativas tanto en contextos fisiológicos como

patológicos (Wing & Sakaguch¡, 2010).

Los LT reg requieren para su función de la activación antígeno específ¡ca

del TCR, pero una vez activados son capaces de suprimir de manera no especÍfic€

(Thornton y cols, 2004). Se ha propuesto que los LT reg Foxp3+ ejercen su acción

reguladora suprimiendo la proliferación, la diferenc¡ac¡ón o la secreción de

citoquinas a través de un mecan¡smo depend¡ente del contacto élula-célula (Tang

y cols, 2008), por muerte de las células efectoras a través de la granzima B y las

perforinas (Grossmann, 2004'¡, o por mecan¡smos mediados por factores solubles

como las c¡toquinas inmunosupresoras (ll-l0, TGF-p, lL-35 y la galenct¡na-l)

(Maloy y cols, 2003), o por deprivac¡ón de citoquinas necesarias para la

supervivencia de células efectoras como lL-2. Se propone que los mecanismos de

acción de los LT reg podrían operar de manera s¡nérgica o complementaria. (Wing

& Sakaguchi, 2010).

La generación de los LTreg radica principalmente en el timo, pero también

los LT naive de la periferia pueden aumentar la expresión de Foxp3 y adquirir las

funciones y el fenotipo de los LT reg. En nuestro laboratorio se ha desarrollado un

10



prolocolo de generación de LT reg a partir de LT CDI+ CD25- aislados del bazo en

presencia de TFG-F y ácido retino¡co (RA). Estos LT reg generados de riovo son

capaces de supfimir la prol¡ferac¡ón de LT efectores de manera antígeno

dependiente y expresan marcadores clásicos de homm¡ng intestinal (Moore y cols,

2010).

1 .3. La célula dendrítica como reguladora de la tolerancia.

Las células dendríticas DCs son células presentadoras de antígenos

profesionales derivadas de médula ósea con la capacidad única de iniciar y regular

la respuesta inmune (Banchereau & Steinman, 1998). La naluraleza de la respuesta

inmune generada por las DC dependen de su estado de maduración y

diferenc¡ación func¡onal, influenciada por fac'tores del microamb¡ente linfoide como

los productos microb¡anos y las citoquinas (Banchereau y cols, 2000). En el estado

inmaduro, las DC son ¡ntrínsecamente lolerogénicas y pueden regular la respuesta

de los LT contra los péptidos propios o extraños, en camb¡o si son expuestas a

estímulos inflamator¡os adquieren una potente función inmunoestimuladora

asociada a una mayor expresión de moléculas MHC-Il y moléculas

coestimuladoras. Las DC tolerogénicas se caracterizan por un baja expresión de

moléculas coest¡muladoras como CD80, CD86 y, son resistentes a la maduración

en respuesta a señales de pel¡gro producido por los ligandos de los receptores lipo

toll (TLR) o el ligando de CD40, (CD40L). Además lienen la habilidad para generar

y/o expandir LT reg, promover la apoptosis de LT efectores, secretan una elevada

concentraciónde lL-10 y baja secreción de lL-12p70 y pueden m¡grar a los tejidos

linfoides secundarios a través de la expresión en la superf¡c¡e de receplores de

quimioquinas. Esta dicotomía en el funcionamiento de las DC unida a su gran

plasticidad, provee una base para el desarrollo de DCs tolerogénicas con aplicación
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terapéutica (Hackstein & Thomson, 2004).

Se ha demostrado que las DC inmaduras cargadas con antígenos en forma de

debris de células apoptóticas no aumenta la expresión de MHC o de moléculas

coestimuladoras y fallan en activar la respuesta inmune de los LT, (Steinman y cols,

2000) porque generan delec¡ón clonal y anergia de los LT (Kurts y cols, 1997). Los

LT apoptóticos y los LT anérgicos inhiben la maduración de las DC por lo que la

deleción y la anergia provocada en los LT por las DC representan un proceso de

retroalimentación negativa, manteniendo el estado tolerante.

1.4. Estrateg¡as experimentales usadas para la regulación de la

respuesta inmune en trasplantes.

A pasar de los mecanismos tanto centrales como periféricos para inducir y

mantener un estado de tolerancia inmunológica, en el caso de trasplantes, es

necesario generar un estado de tolerancia operacional, en donde se inhiba la

respuesta inmune hacia los antígenos del donante, pero se mantenga la respuesta

inmune activable en contra de infecciones y neoplasias. La inmunosupres¡ón es el

único recurso clínico disponible, pero se ha realizado un gran esfuezo por parte de

los invest¡gadores en esta área para proponer alternativas a la inmunosupresión.

Una de las alternativas, es a través de la modulación del estado de maduración

de las DC in vitro, con drogas inmunosupresoras como la rapamicina, que inhibe la

función de la quinasa serina/treonina mTOR, que es central en el control del

crecimiento celular, proliferación y traducción de proteínas. En las DC, la

rapamicina disminuye la producción de citoquinas inflamatorias como lL-12p70 y
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TNF-o e inhibe su maduración (Hackstein y cols, 2003). Se ha demostrado que tas

DC tratadas con rapamicina cargadas de aloantígenos del donante regulan a los

LT de manera antígeno específica y prolonga la supervivencia de un trasplante de

corazón (Taner y cols, 2005).

También se ha demostrado que la forma activa de la vitamina D3

(f q,25(OH» D, inhibe la diferenc¡ac¡ón y la maduración de las DC ¡,n wtro (Gleisner

4., 2010) y en combinación con drogas inmunosupresoras se induce tolerancia a un

trasplanie de islotes pancreáticos en ratones tratados con DC diferenciadas en

v¡tam¡na D3 (Gregor¡, 2001).

Otra estrategia utilizada es la depleción de LT alorreectivos del receptor con

anticuerpos, inmunotoxinas yio irradiación, pero ninguna de estas estrategias son

antígeno específ¡cas y no mant¡enen un estado de tolerancia permanente, porque

luego de la depleción se generan nuevos LT alorreactivos (Matzinger & Anderson,

2001). Se ha visto, en modelos murinos, que en el trasplante de médula ósea

alogénico las células del donanle son alojadas en el timo y los LT alorreactivos son

eliminados por apoptosis, generando un estado de quimerismo mixto en donde el

receptor tolera a los injertos del donante de manera permanente, sin ningún tipo de

inmunosupresión (Wekerle, 1998). La gran desventaja de inducir la deleción clonal

vía quimerismo mixlo en el timo es que las células del donante pueden rechazar a

las células del receptor generando una enfermedad llamada "injerto versus

receptof' (graft versus hosf drsease), siendo más severo el remedio que la

enfermedad, por lo que este procedimiento no ha s¡do implementado como un

método previo al trasplante de órganos sólidos. Hacer posible el quimerismo mixto

a través de un trasplante de médula ósea s¡n la necesidad inicial de una severa

inmunosupresión como lo es la irradiación completa corporal, haría del trasplante
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de médula ósea central un procedimiento más frecuente.

La regulación de la respuesta ¡nmune alogénica con LT reg es otra alternativa

propuesta. Se han realizado experimentos en donde se han transferido

adopt¡vamente a ratones que previamente han sido irradiados con 5Gy, LT reg

CD4+CD25+Foxp3+ que han sido estimulados in v¡tro con aloantígenos, lo que

produjo la aceptación a largo plazo de un trasplante de médula ósea y la poster¡or

aceptación de un trasplante cardiaco y de p¡el (Joffre y cols, 2009). Pero,

recientemente se ha sugerido que los LT reg son capaces de reprogramarse y

cambiar su función supresora en presencia de lL-6 y TFG-p, lo que promueve la

generación de LT pro-inflamatorios THl T (Bertelli y cols, 2007), por lo que la

transferencia adopliva ¡n vivo de LT reg podría tener un efecto contrario al deseado.

Numerosos estudios en ratones han mostrado que el uso de anticuerpos

bloqueantes contra los co-receptores CD4, CD8 o contra la molécula de co-

estimulación CD40L (CD154), puede usarse para la inducc¡ón de tolerancia en

trasplantes. (Waldmann & Cobbold, 2001 ; Larsen y cols, 1996). S¡n embargo,

ninguna de estas esfategias ha mostrado una inmunosupresión al largo plazo en

primates, y sólo recientemente se están iniciando las pruebas clínicas en humamos

(Turka & Lechler, 2009).

Una de las estrategias que ha abordado nueslro laboratorio para inducir la

tolerancia a largo plazo, es por medio de la entrega de aloantígenos a DC

¡nmaduras del receptor en forma de fagosomas, las cuales presentarían en un

contexto no inflamator¡o a los aloant¡genos. Se ha demostrado con anter¡or¡dad que

las DC del receptor son capaces de ¡ncorporar fagosomas que trasportan moléculas

alogénicas en una alta proporción y mantienen un fenotipo resistente a la
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maduración s¡n alterar el patrón de secreción de citoquinas (Ramírez V., 2009).

Los fagosomas se generan a partir de DC inmaduras del donante con

micropartículas o perlas de PLGA (poly D,L lactic-co-glicolic acid). El PLGA es un

material biodegradable, biocompatible e hidrol¡zable en ácido láctico y ácido

gl¡cól¡co en el cuerpo humano de manera inocua, siendo ambos metabolitos

productos de varias vÍas metabólicas (Gad, 2008; Raghavendra C- y cols, 2008).

Este material está aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para

tratamientos terapéuticos como sistema controlado de entrega de fármacos,

péptidos, vacunas, genes, antígenos, fac{ores de crecimiento, etc. En este trabajo

utilizamos perlas de 'l-3 pm de PLGA para producir y aislar fagosomas, siendo

utilizados como soporte para antígenos del donante. Por lo tanto, definimos

nuestros fagosomas como una perla de PLGA rodeado de una membrana

proveniente de la célula dendrítica.

En esta ¡nvest¡gación se demuestra que los fagosomas pueden regular la

respuesta inmune alogénica in vivo en un modelo murino produciendo un estado de

tolerancia periférica que podría permitir la aceptación de injertos del donante con

una total o parcial suspensión de drogas inmunosupresoras. Consideramos que

esta estrategia es técn¡camente superior a otras estrategias utilizadas con

anter¡oridad, ya es que reproducible, almacenable y genera un efecto de regulación

tanto a nivel de respuesta humoral como celular.
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HIPóTESIS

La inlervención de los mecanismos de tolerancia periférica a través del uso de

fagosomas trasportadores de antígenos alogénicos permite la disminuc¡ón de la

respuesta inmune alogénica ¡,h vrvo.

OBJETIVO GENERAL

Generar un protocolo de administrac¡ón de aloantígenos con el fin de

modular la respuesta inmune alogénica celular y huño,al in vivo.

OBJETIVOS ESPECíFICOS

l. Generar fagosomas con partículas de PLGA recubiertas de la

membrana de células dendrít¡cas inmaduras provenientes del donante.

2. Evalua¡ la respuesta inmune celular alogénica lh wVo después de la

administración intravenosa (,. v.) de aloantígenos en forma de fagosomas. Para

esto, previo a la inmunización de ratones con esplenocitos del donante, los ratones

fueron pretratados con fagosomas alogénicos y la respuesta celular se midió

mediante ELISPOT para IFN-y.

16



3. Utilizando la misma estrategia que en el objetivo anterior, se evualuó

la respuesta inmune humoral ln vlvo midiendo por citometría de flujo la cantidad de

aloant¡cuerpos generados en el receptor.

4. Estudiar el efecto dosis dependencia de la administración de

fagosomas en cuanto a la regulación de la respuesta inmune in vlvo.

5. Determinar si el efecto modulador de la respuesta inmune alogénica

es antígeno específica.

6. Evaluar el estado de activación de los LT después de la

adm¡n¡strac¡ón de fagosomas ln ufuo.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS.

2.1. An¡males.

Se utilizaron ratones C57BL/6, BALB/c y CBA que poseen un fondo genético

H-2b, H-2d, H-2k, respectivamente. La edad de los raiones utilizados fluctúa entre 2

y 3 meses.

2.2. Anticuerpos y Reactivos.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales comerciales de BD

PharM¡ngen anti- ratón:

Conjugados con FITC: ant¡-lAb (clon 25-9-17), anti-lAd (clon AMS-32.1), ant¡-

CD86 (clon GLI), anti-CD8o (clon '16-10A1), anti-H2Kb (clon AF6-88.6). Conjugados

con PE: anti-CD11c (clon HL3), anti-H2( (clon SF1-l.l) y anti-lEK (clon 14-4-45).

Con.¡ugados con APC: anti-CDl1c (clon HL3), anti-CD4 (clon RM4-5) y ant¡-CD83

(clon Michel-19). Conjugado con PECyS: anti-CD3 (clon l7 A2).

También se utilizaron los s¡guientes anticuerpos monoclonales comerciales

de eBioscience anti-ratón:

Conjugado en PE: anti-PD-L1 (clon MIHS). Conjugados en APC: anti-CD40

(clon lC10) y ant¡-PD-L2 (clon TY25). Conjugado en PECyT: anli-CD8a (clon 53-

6.7)

Se utilizó el anticuerpo monoclonal de BD PharMingen Fc Block CD16/CD32
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(clon 2.4G2) para bloquear los receptores de baja afinidad para las lgc (Fcgll y

Fcg lll).

Se utilizó el ant¡cuerpo pol¡clonal secundario de conejo anti-

inmunoglobul¡nas de ratón conjugado con FITC de Dako (F0232).

Además se usaron los siguientes reactivos: 2-mercaptoetanol (lnv¡trogen),

gentamicina (Laboratorio Sanderson), trips¡na (Gibco BRL), agua desioniozada

(Laboratorio Sanderson), MACS anti-CD11c (clon N4l8) (Miltenyi Biotec) y GM-

CSF recombinante mur¡no (BD PharMingen).

Las perlas de PLGA y las perlas PLGA marcadas con el fluoróforo Alexa 647

fueron gentilmente donadas por el Dr. S. Little de la Universidad de Pittsburgh y se

almacenaron a -20oC, hasta su uso.

Se utilizó el Kit de medición de IFN-y para ELISPOT de BD PharMingen.

2.3. Generación y caracterización de fagosomas alogénicos.

2.3.1. Generación de los fagosomas alogénicos.

Los fagosomas se generaron con partículas de PLGA a partir de DC

inmaduras produc¡das desde precursores de médula ósea, los cuales son

cultivados con el sobrenadante de la línea celular J558L transducida establemente

con el gen murino de GM-CSF. A continuación se detalla el protocolo para la

generac¡ón de los fagosomas.

1-9



Los precursores de DC se exlrajeron desde las tibias y fémures de un ratón

donante BALB/c. Los huesos se lavaron en etanol 7oo/o por 1 minuto y se

perfundieron con medio RPMI suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100

U/ml y estreptomicina 100 Ug/mL y se eliminaron los glóbulos rojos incubando

durante 5 m¡nutos a temperatura ambiente en una solución hipotón¡c€ de cloruro de

amonio (NH4C| 0.15 M, KHCO3 10 mM y Na2EDTA 0.1 mM, pH 7.2-7.4).

Posteriormente se lavaron las células con medio RPMI y se cultivaron en placas de

Petri bacteriológicas (l40mm, Steril¡n, Barloworld Sc¡entific) a una densidad de 107

células totales por placa en 20 ml de medio completo que contiene: RPMI + 107o

FCS + 50pM de 2-Mercaptoetanol + sopg/ml de gentamicina + 3olo vol/vol del

sobrenadante de la línea celular J558L secretora de GM-CSF murino. Las células

se cultivaron a 37oC y 5% de COr. A los días 4 y I de cultivo se recuperaron tanto

las células adherentes (por tripsinización) como las no adherentes, y fueron

sembradas a una densidad de 'l07 células por placa en 20 mL de medio fresco. Por

último, al día 12 del cultivo se recuperaron todas las células de las placas y se

sembraron a 50.106 DC en un tubo Falcon de 50 ml con 250 106 perlas de PLGA

para producir la fagocitos¡s de las partículas. La incubación se real¡zó por 20

m¡nutos a 37oC en un volumen final de I ml de medio RPMI+ l0% FCS en un baño

termorregulado. Posteriormente se agregó 4 ml de medio RPMI + 10% FCS, se

centrifugó por 2 min a 400 x g y se continuó la incubación por otros 70 minutos a

37oC en el baño termorregulador. Para detener la fagocitosis, las células se lavaron

3 veces con 40 ml de PBS frío y se resuspend¡eron en 1 mL de PBS + 2% FCS.

Luego de la incubación, las células se lisaron mecánicamente con una jeringa de

21G (60 veces) en un tubo Eppendorf. F¡nalmente el lisado celular se centr¡fugó a

155 x g por 5 min a 4oC y se recuperó el sobrenadante, el cual se almacenó a 4oC,

hasta su utilización. Se m¡dió la cantidad de proteína presente en los fagosomas a

través del kit de cuantificación Quibit (lnvitrogen).
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2.3.2. Microscopía electrónica.

La incorporación de las perlas de PLGA por parte de las DC fue visualizado

por microscopía electrónica en las dependencias de la Facultad de Cienclas

Biológicas de la Pontificia Universidad Católica de Chile. Brevemente, las células

dendríticas se incubaron con o sin perlas de PLGA, por 90 min a 37"C y 5% de CO2

en medio de RPMI + 10olo FCS y se centrifugaron a una velocidad de 400 x g por 5

min. Se elim¡nó el sobrenadante y las células fueron resuspend¡das en

glutaraldehído 3% disuelto en buffer cacodilato de sod¡o 0,138 M, pH 7,2 durante 4

horas a temperatura amb¡ente. Luego las muestras se lavaron por 2 horas con

cacodilato de sodio 0,138 M con cambios de medio cada 30 min y se incubaron con

tetróxido de osmio al 1o/o en med¡o acuoso durante 90 min, después se lavó con

agua destilada y las muestras se trataron con acetato de uranilo al 'lolo por 60 min.

Luego se deshidrataron con etanol a concentraciones crecientes: 50, 70, 95 y 100%

incubando durante 20 minutos en cada concentración para luego ser pre-incluidas

en epon/etanol toda la noche (16 horas). Para el proceso de inclusión se incubaron

las muestras en epon fresco (resina) a 60oC por 24 horas para permit¡r la

polimerización de la resina. Se cortaron las muestras con un ultramicrotomo Sorval

MT-5000, se tiñeron con acetato de uranilo al 4o/o en metanol durante 1 min y luego

con citrato de plomo por 5 m¡n. F¡nalmente, los cortes se observaron en un

microscopio electrónico (Phillips Tecnai l2BT) a 80 kV.
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2.4. Evaluación de la regulación de la respuesta inmune alogénica in vivo

mediada por fagosomas,

2.4.1 Protocolo experimental para evaluar ¡a respuesta inmune alogénica ín

vivo,

Para evaluar la capacidad de los fagosomas alogénicos de regular la

respuesta inmune que se genera en el trasplante in vivo, se desarrolló el s¡guiente

protocolo de inmunizac¡ón: a ratones receptores C57BU6 (H-2b), se les inyectó de

manera intraven§a (i.v) una única dosis de fagosomas (150 ó 300 pg) en un

volumen de 200 pl. Los fagosomas fueron y aislados generados desde DC de

ratones BALB/o (H-21 (día 1). Luego, a los días 7 y 14 después del pretratamiento

con fagosomas se les administró de manera intraperitoneal (r.p) 10x106

esplenocitos provenientes de un ratón BALB/c en un volumen de 200 ¡tl.

Se tomaron muestras de sangre antes del pretratamiento con fagosomas y 7

días después de la segunda inmunización con esplenocitos de ralones BALB/c

para evaluar la generación de aloanticuerpos en los ratones receptores. Al dia 21,

los ratones se sacrificaron y se les extrajo los bazos para analizar por ELISPOT el

número de células alorreactivas secretoras de IFN-y.

También se evaluó la especificidad de los fagosomas midiendo la respuesta

celular y humoral contra una tercera cepa como lo es la cepa CBA de haplotipo H-

2k, para ello las inmunizaciones se realizaron con esplenoc¡tos de CBA y se analizó

la respuesta alogénica celular y humoral.
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2.4.2. Medición de aloanticuerpos.

Las med¡ciones de aloanticuerpos c¡rculantes en el suero se realizaron por

citometría de flujo a través del ensayo FCXM lflow cros s match assay), que se basa

en el reconocimiento de aloantígenos presentes en una élula por aloanticuerpos

generados en un ratón receptor (Utzing,1997). Para ello, se obtuvieron esplenocitos

del ratón donante de haplotipo H-2d que se incubaron con alícuotas de suero de los

ralones receptores inmunizados.

Se recolectó sangre desde la cola de los ratones receptores inmun¡zados

infringiendo una pequeña herida en ésta. Se tomó alrededor de 200 ¡.rl de sangre y

las muestras se dejaron a 4oC por 16 horas de manera de separar el plasma del

suero. Luego, se tomó el suero, se centr¡fugó a 300 x g por l0 min a 4oC, y se

guardó a - 20oC hasta el análisis de ant¡cuerpos.

El ensayo se realizó incubando 0,5x106 esplenocitos BALB/o en 50 Ul de

PBS + 2% FCS con suero extraído de los ratones receptores a una dilución de 1/40

por 30 min a a 4oC, en oscuridad. Esta dilución fue determinada en experimentos

realizados con anterioridad en el laboratorio. Luego se lavó 3 veces con PBS + 2olo

FCS centrifugando cada vez a 500 x g por 7 min a 4oC. Luego se incubaron las

células por 20 min a 4oC con anti-ratón FITC (Dako).

2.4.3. ELISPOT (Enzyme- Linked lmmunospotl

Se determinó por ELISPOT el número de células respondedoras secretoras

de IFN-y provenientes de ratones receptores que fueron inmunizados con
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esplenocitos de un ratón donante. Las células respondedoras son activadas

alogénicamente con esplenocitos extraÍdos de un ratón donante de la cepa BALB/G

irradiados previamente con 30ccy radiación gamma (realizado én Clínica Las

Condes) s¡endo por lo tanto, incapaces de act¡varse y producir citoquinas, s¡rviendo

sólo como fuente de activación alogénica para las células respondedoras.

Para la medición de lFN1, se utilizó el protocolo recomendado por los

fabricantes. Brevemente, en esterilidad, se diluyó el anticuerpo de captura para

IFN-y en PBS a una ¡azón de 11200. Se agregó 100 pl de está solución a cada pozo

y se incubó por l6 horas a 4oC. Al día sigu¡ente, se eliminó el anticuerpo de captura

y se lavó cada pozo con 320 pl de solución de bloqueo que consiste en RPMI +

'f 0% FCS + 1% penicilina/estreptomicina/L-Glutamina y luego se dejó con 320 pl de

la solución de bloqueo por 2 horas a temperatura amb¡ente. Pasado este tiempo, se

descartó la solución de bloqueo y se agregaron 0,1x106 células respondedoras

(receptoras) más 0,1x106 células act¡vadoras irradiadas (donantes) en un volumen

final de 200 pl de medio de cult¡vo (RPMI+ l0% suero). Se incubó por 24 hotas a

37oC y 5o/o COz. Posteriormente se eliminó el sobrenadante y se lavó la placa 2

veces con agua desionizada, con 320 ¡-Ll por pozo, esperando 5 min entre cada

lavado. Luego se lavó 3 veces con 320 pl por pozo con el buffer de lavado que

corresponde a PBS + Tween-2o al O,Osyo, esperando 5 m¡n entre los lavados.

Luego, se diluyó el anticuerpo de detección a una razón de 11250 en el buffer de

dilución (PBS + l0%FCS) y se agregó 100 ¡rl de la dilución a cada pozo. Se incubó

por 16 horas a 4oC con las placas tapadas sobre una toalla absorbente húmeda.

Al día siguiente, se desechó el anticuerpo de detección y se lavó 3 veces con

320 pl de buffer de lavado esperando 5 minutos entre los lavados. Se diluyó la



enzima HRP conjugada con estreptavid¡na a una ¡azón l/100 en buffer de dilución y

se agregaron 100 pl a cada pozo. Se incubó por 2 horas a temperatura ambiente

cubriendo la placa de la luz. Se desechó la enzima y se lavó 4 veces con buffer de

Iavado remojando 5 min entre cada lavado, luego se lavó 2 veces con PBS y se

agregó 100 pl del sustrato final. Para la preparación del sustrato final se requieren

20 ml de buffer AEC + 333 pl de solución AEC por placa. La mezcla se pasó por un

filtro de 0,45 pm y se agregó a los pozos. Se observó cuidadosamente la aparic¡ón

de spots en los pozos de las placas y se detuvo la reacción con agua desion¡zada

aproximadamente 40 min después de agregado el sustrato. Se dejó secar la placa

por 16 horas a lemperatura ambiente en oscuridad. Para la cuantificación del

número de células secretoras de lFNl se desprendió la superficie inferior de la

placa y se analizó por el programa A.EL.VIS*. Se graficó el número de spots

producidos después de la activación de los esplenocitos con élulas alogénicas

menos el número de spots producidos por los esplenociios sin ac{ivar.

2.4.4. Activación alogénica de esplenocitos.

Se extrajeron esplenocitos de los ratones que fueron ¡nmun¡zados y tratados

previamente o no con fagosomas alogénicos y se congelaron a -80oC hasta su uso.

Posteriormente, se descongelaron calentando brevemente el tubo de congelación

en un baño termorregulado a 370C, se centrifugaron a 500 x g por 7 min y se

contabilizaron. Se cultivaron 0,5x106 esplenocitos en un volumen final de 200 pl de

medio RPMI + 10olo FCS en una placa de 96 pozos por tr¡plicado. Además se

agregó a cada pozo 0,5x106 esplenocitos irradiados de células BALB/o para activar

alogénicamente las células respondedoras. Se realizaron dos t¡pos de controles,

primero se cultivaron solamente O,5x106 de élulas respondedoras y segundo se
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cult¡varon solamente 0,5x106 esplenocitos BALB/c. La incubación se realizó por 24

horas a 37oC y 5olo de COz. Al día siguiente se extrajeron las células y se analizó

por citometría de flujo la viabilidad celular con ioduro de propidio (Pl) y la activación

midiendo la expresión de CD25 (cadena q para el recepior de lL-2), para las células

CD4+ y CD8+.

2.5. Anál¡s¡s Estadíst¡co.

Se utilizó el programa Graph Pr¡sm vers¡ón 5 para los análisis estadísticos.

Se graficó el promedio más/menos el error estándar. La comparación entre 2

grupos se hizo por el test de Student. Valores de p menores a 0.05 fueron

considerados signifi cativos.



3. RESULTADOS

3.1 . Caracterización de los fagosomas alogénicos.

3.1.1. Caracterización de las DC utilizadas para la preparación de fagosomas.

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio, se demostró que las DCs

generadas con GM-CSF del sobrenadante de la línea celular J558L, tienen

propiedades tolerogénicas, pues presentan baja expresión de MHCII y de

moléculas coestimuladoras como CD86. En este trabajo, se analizó la expresión de

otras moléculas co-est¡muladores relevantes para la activación o inhibición de la

respuesta inmune, que pudieran estar presentes en las DC y luego ser

transportadas por los fagosomas. Se evaluó la expresión de marcadores

relac¡onados con la mantención de la toleranc¡a periférica y con la generación de LT

reg adaptativos como es PD-11 (Wang & Pino-Lagos y cols, 2008) y PD-12 (Keir y

cols, 2008; Zhang y cols, 2006). También se determinó la expresión de otras

moléculas cc.estimuladoras como CD83, marcador específico de activación de

células dendríticas de humano y de ratón (Breloer & Fleischer, 2008) y CD40, que

tiene un rol esencial en el desarrollo de la respuesta inmune adaptaliva (Elgueta y

cols,2009).

Como se observa en la figura 1, a los 12 días de cultivo, las DC presentan

una alta expresión para el marcador clásico de DC, CD11c, pero son negativas en

su mayoría para CD86, CD40 y CD80, existiendo sólo un 6010 de células pos¡tivas

para estos marcadoreg. Este resultado indica que estas células están en un estado

inmaduro o no activado. Alrededor de un 50% de las DC expresan moléculas de
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MHC-ll, lo cual es esperable puesto que se trata de células presentadoras de

antígeno profesionales. Un '100% de las DC expresan la molécula de MHC-l (dato

no mostrado) . Al evaluar la expres¡ón de PD-L1, se observa que un 67% de las

células expresan este receptor y que existe una co-expresión cercana al 100%

entre las células CD11c+ y las PD-L1+ (dato no mostrado), mientras que sólo en un

33% de las DC expresan el marcador PD-L2. Estos resultados confirma el fuerte

fenotipo tolerogénico de las DC.
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F¡gura 1. Las DC utilizades para generar fagosomas presentan un fenotipo
tolerogénico. Se evaluó por citometría de flujo la expresión de CD11c. Luego se
evaluó los marcadores CD83, CD40, CD86, MCH-ll, PD-l1 y PD-12 en DC
CD11c+ derivadas de médula. Las células presentan una baja expres¡ón de
moléculas co-estimuladoras (CD40, CD83 y CD86), pero una alta expresión de
receptores relacionados con tolerancia (PD-11 y PD-12).
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3.1.1. Caracterización de perlas de PLGA por c¡tometrÍa de flujo.

Para la generación de fagosomas alogénicos se utilizaron perlas de PLGA o

ác¡do poli láctico-co-glicolico que es un mater¡al orgán¡co usado como soporte para

medicamentos por sus cualidades biodegradables y biocompatibles. Las perlas de

PLGA marcadas con el fluoróforo Alexa 647 permiten visualizar los fagosomas por

citometría de flujo y de esta manera caracle¡iza¡ las moléculas presentes en los

fagosomas. En una pr¡mera ¡nstancia, evaluamos el porcentaje de perlas de PLGA

que efectivamente son positivas para Alexa 647 util¡zando parámetros

independientes como el tamaño (FSC) y la granulosidad (SSC).

En la figura 2A, se muestra el tamaño y la granulosidad de las perlas de

PLGA. En las figuras 28 y C se muestra la fluorescencia para Alexa 647, en perlas

marcadas y no marcadas, respect¡vamente. Casi el 100% de las perlas marcadas

fluorecen en Alexa 647. Este resultado indica que las perlas pueden ser analizadas

por citometría de flujo. Luego, se generaron fagosomas con las perlas marcadas y

se analizó por citometría de flujo el número de fagosomas presentes en la

preparac¡ón, donde se encontró que más de un 40% de las partículas de la

preparación son Alexa-674 posit¡vas y que ellas también son posit¡vas para MHC

clase I y ll (dato no mostrado). Este resultado a sido demostrado en el laborator¡o

por inmunoblot (Silva, 2011) y por microscopía confocal (Ruiz, tesis de doctorado).

Por lo que se puede afirmar que los fagosomas son portadores de antígenos del

donante.
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PLGA- Alexa 647

Figura 2. Caracterización de perlas de PLGA-Alexa 647 por citometría de flujo.
Las perlas fueron resuspendidas en PBS y analizadas por citometría de flujo. En A,
se muestra el gráfico para FSC y SSC de las perlas de PLGA. En B y C se observa
la fluorescencia para Alexa 647 de perlas no marcadas y marc¿ldas
respect¡vamente. Figura representativa de 3 experimentos independientes.
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3,1.3. Las DC incorporan perlas de PLGA sin alterar 3u estado de madurac¡ón.

En trabajos anteriores del laboratorio, se demostró que las DC generadas

con el sobrenadante de la línea celular J558L presentan alta capacidad fagocítica y

son resistentes a la madurac¡ón con LPS (Ramírez V., 2009). Por lo tanto, se

evaluó el porcentaje de fagocitosis y el fenotipo de las DC después de la

incorporación de perlas de PGLA marcadas con Alexa-647. Para ello se incubaron

las DC con perlas de PLGA a 37'C por 90 minutos, y luego se detuvo la fagocitosis

con PBS frío y se anal¡zó por c¡tometría de flujo el porcentaje de perlas de PLGA

fagoc¡tadas. Como control, se evaluó la incorporación de perlas a 4'C.

En la figura 3, se observa que un 710lo de las DC CD1 1c positivas

incorporan perlas de PLGA Alexa 647, lo que no sucede con los controles

reálizados a 4'C, donde la fagocitosis no supera el 3%. El análisis del estado de

act¡vación de las DC que incorporaron PLGA (en rosado), demuestra que no hay un

aumento en CD86. En conjunto estos resultados muestran que las DC incorporan

eficientemente las perlas de PLGA y mant¡enen su fenotipo inmaduro.

Por otra parte, evaluamos la ¡ncorporac¡ón de las perlas de PLGA a través

de microscopía electrónica, de manera de determinar el número de perlas y la

morfología de las DC después de la fagocitosis de las perlas. En la figura 4, se

observan las DC antes de la incubación con las perla (izquierda) y después de la

incorporación de éstas (derecha). El tratamiento para la fljación y tinción de las

muestras afecta la composición de las perlas y en su mayoría las desintegra, por lo

que los espac¡os circulares dentro del citoplasma de las células corresponden al

lugar donde estuvo una perlas antes del tratamiento de las muestras. Se observa

que las DC son capaces de incorporar una gran cantidad de perlas (más de 30), y
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que poseen un lamaño entre 1-3 um. Estos datos demuestran en conjunto, que las

DC generadas a partir de precursores de médula ósea presentan un fenotipo

inmaduro (Fig. 2) y además son capaces de fagocitar las perlas de PLGA (Fig. 3 y

4).
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F¡gura 3. Las DC incorporan perlas de PLGA y se mantienen en un estado
inmaduro. Se ¡ncubaron DC con perlas de PLGA a 4"C y 37'C y se evaluó por

citometría de flujo el porcentaje de células que fagoc¡tan y el estado de activación a
través del marcador CD86. Se observa que las DC ¡ncorporan en un alto porcentaje
las perlas de PLGA (rosado) y que mantienen su fenotipo inmaduro. Figura
representativa de 4 experimentos ¡ndependientes.
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Figura 4. Las DC incorporan un gran número de perlas de PLGA' lzquierda' DC

difirenciadas de médula ósea con el sobrenadante de la línea celular J558L vistas

por microscopía electrónica. Derecha. DCs después de la incubación por 90 min a

37oC con perlas de PLGA.
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3.2, Los fagosomas alogén¡cos modulan la respuesta ¡nmune humoral y

celular in v¡vo.

En un trabajo anter¡or del laborator¡o, se demostró por experimentos ,n vltro

que las DC que incorporan fagosomas alogénicos no cambian su patrón de

secrec¡ón de citoqu¡nas y tampoco aumentan la expres¡ón de moléculas co-

estimuladoras, si no más b¡en se generan DC resistentes a la maduración con LPS

(Ramírez V., 2009). También se ha observado por experimentos rn v o que los

fagosomas alogénicos admin¡strados de manera ,.v en ratones donantes son

fagocitados por las DCs del bazo manteniendo su fenotipo no activado (Silva, 2011

datos no publicados).

Con estos anlecedentes, se decidió evaluar la capacidad de los fagosomas

de regular la respuesta inmune ,n vivo, para lo cual ratones C57IBL6 de haplotipo

H-2b fueron ¡nmunizados ,.p con esplenoc¡tos alogénicos de un ratón BALB/o

haplotipo H-2d de manera de generar una respuesta inmune alogénica. Prev¡o a la

primera inmunizac¡ón los ratones fueron inyectados ,.v con una dosis de 150 Ug de

fagosomas alogénicos. Las inmunizac¡ones se real¡zaron luego de 7 y 14 dÍas

después de la primera inyección de los fagosomas. Siete días después de la

segunda inmunización se tomó una alícuota de sangre de los ratones para evaluar

por citometría de flujo la presencia de aloanticuerpos circulantes presentes y se

sacrificaron los animales para delerminar med¡ante ELISPOT el porcentaje de

linfocitos alogénicos productores de IFN-1. La técnica de ELISPOT es una forma

cuantitat¡va de med¡r el número de células alorreactivas (Czerkinsky y cols, 1983),

pues cuantifica el número de élulas activadas que producen una determ¡nada

c¡toquina con una alta sensibilidad.
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En la f¡gura 5A, se cons¡deraron sólo los linfoc¡tos CD3 positivos y se

graficó el valor de IMF que representa la cantidad de aloanticuerpos presentes en el

suero de los ratones inmunizados. Observamos que el tratam¡ento con una única

dosis de fagosomas (150 Ug) disminuye s¡gnificativamente la cantidad de

aloanticuerpos producidos por las 2 inmunizaciones con esplenocitos de un

haplotipo d¡ferente. En la figura 58 observamos que este tratamiento disminuye el

número de LT alorreactivos que secretan IFN-y. Este resultado sugiere que los

fagosomas son capaces de modular la respuesta inmune humoral y celular in vivo.

Por otra parte, se decidió estudiar si la dosis de fagosomas inyectados en los

ratones receptores influye en la regulación de la respuesta alogénica, y para ello se

inyectaron 300 pg de fagosomas por ratón, Se analizó la respuesta inmune

humoral, med¡ante citometría de flujo y la respuesta ¡nmune celular por ELISPOT.

Observamos que la aplicación de 300 Ug de fagosomas alogénicos no d¡sm¡nuye el

número de aloanticuerpos alorreactivos (Fig. 5A), pero aumenta el número de

células secretoras de IFN-y (Fig. 5B). Por lo tanto, la cantidad de aloantígenos

administrados en forma de fagosomas es crucial para la modulación de la

respuesta inmune, ya que una doble dos¡s de fagosoma produce activación

alogén¡ca que no sería beneficiosa para la modulación de la respuesta inmune en

los trasplantes alogénicos.
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Figura 5. Los fagosomas alogénicos disminuyen la respuesta inmune
alogénica. A ratones C57IBL6 se les administró 150 ó 300 ¡lg fagosomas previo a
dos inmunizaciones con esplenocitos BALB/c. Se tomó muestras de suero 7 días
después de la segunda inmunización y se analizó por citometría de flu.jo la cant¡dad
de aloanticuerpos generados y el número de células alorreactivas por ELISPOT. La
línea horizontal indica el valor promedio y cada punto equivale a un ratón. Se
evaluó por un t-test no paramétrico. -p<0,05, ..p<0.01, ***p<0.001, ns no
significativo.
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3.3. Los fagosomas alogénicos regulan la respuesta inmune de manera

antígeno específica.

Las drogas inmunosupresoras como e¡ tacrol¡mus y la ciclosporina, que

act¡van la transcr¡pción de la lL-2 (Liu y cols, 1991) tienen efectos secundarios

adversos como la hipertensión arterial, la nefuotoxicidad, la hepatotoxicidad e

¡ncrementa la vulnerabil¡dad a ¡nfecciones por hongos y virus oportun¡stas, pues

disminuyen la respuesta inmune de manera global, no sólo contra los antígenos del

donante.

Con el fin de evaluar si la modulación de la respuesta ¡nmune a través de ¡os

fagosomas ocurre de manera antígeno dependiente, se inmunizaron los ratones

receptores de haplotipo b con esplenoc¡tos provenientes de una tercera cepa CBA

de haplot¡po k, los cuales fueron pretratados con fagosomas de haplotipo d. Se

determinó la cantidad de aloanticuerpos anti haplotipo k por citometría de flujo y la

cantidad de élulas alorreact¡vas por ELISPOT. Tal como se observa en la figura 6,

los fagosomas no son capaces de disminuir la producción de aloanticuerpos

(Fig.64) ni el número de células alorreactivas (Fig. 68) de una tercera cepa. Este

resultado ¡ndica que los fagosomas son c¿¡paces de modular la respuesta inmune

dirig¡da solo en contra los antígenos presentes en los fagosomas, lo que sugiere

que los fagosomas generan toleranc¡a antígeno específica.
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Figura 6. Los fagosomas regulan la respuesta inmune de manera antígeno
dependiente. A ratones C57IBL6 se les administró '150 pg fagosomas BALB/o y
luego fueron inmunizados con esplenocitos CBA. Siete días después de la segunda
inmunización se tomaron muestras de suero paru analizaf la producción de
aloant¡cuerpos y se anal¡zó en número de células alorreactivas por ELISPOT. La

línea hor¡zontal indica el valor promedio y cada punto equivale a la muestra de un
ratón. Se evaluó por un t-test no paramétrico. ns no significativo.
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3.4. La adm¡nistrac¡ón de fagosomas d¡sm¡nuye la activación de los LT CD4 y

CD8 alogénicos.

Una de las primeras respuestas de los LT a la activación por élulas

presentadoras es la secrec¡ón de cltoquinas, y en especial la lL-2 que genera un

aumento de la constante de afinidad del receptor de lL-2 en tres órdenes de

magnitud (de l(d 10-8 a 1Or1). El receptor de lL-2, (lL-2R) esta conformado por 3

subun¡dades CD25(lL-2Ro), CD122 (lL-2Rp), y CD132 (yc). La expresión de CD25

aumenta en los LT después de la activación con antígenos (Malek & Castro, 2010).

Este proceso mantiene la expresión del receptor de alta afinidad y conserva la

señalizac¡ón m¡entras se mantenga la fuente de lL-2. Por lo tanto, se evaluó el

estado de activac¡ón de los LT CD4 y CD8 positivos (a través de la expresión de

CD25) aislados desde ratones receptores tratados con fagosomas alogén¡cos antes

y después de ser inmunizados. Los esplenocitos de los raiones receptores se

act¡varon por 24 horas con esplenocitos irradiados provenientes de un ratón

BALB/C. Se mid¡ó por c¡tometría de flujo la expres¡ón de CD25 en l¡nfocitos T CD4 y

CD8 de haplot¡po b (C57IBL6).

Como se observa en la f¡gura 7, la expresión de CD25 en los LT aumenta

después de la activación con esplenocitos BALB/o irradiados, lo que es esperable.

Sin embargo, la administración de fagosomas disminuye notablemente la expres¡ón

de CD25 en los LT CDB y CD4, lo que se revierte si se aplica una doble dosis de

fagosomas, en acuerdo con los resultados previamente mostrados (Fig.6). Este

resultado sigu¡ere que los fagosomas alogénicos regulan el estado de act¡vación de

los LT del receptor disminuyendo la respuesta ¡nmune alogénica.
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Figura 7. El tratamiento con fagosomas alogénicos inhibe la activación de los
LT CD4 y CD8 rn vívo. A ratones C57IBL6 se les admlnistró 150 (Fago) ó 300
(2Fago) ¡.rg fagosomas y fueron inmunizados 2 veces con esplenocitos BALB/G
¡rradiados. Los esplenoc¡tos fueron aislados y activados con esplenocitos BALB/C,
Se evaluó por c¡tometría de flujo la expresión de CD25 en LT CD4 y CD8. Se
muestra el promedio de 4 ratones por cond¡ción I error estándar. Se analizó por t-
test no paramétrico. 'p<0.05, '*p.0.01 , ***p<0.001, ns no signif¡cativo.
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4. DISCUSTóN

El trasplante de órganos es un tratamiento utilizado para reemplazar un

órgano defectuoso, incluyendo hígado, corazón, pulmones y páncreas. En el

trasplante se necesita suprimir el sistema inmune del paciente con potentes drogas

para prevenir el rechazo crónico, pero estas drogas aumentan la posibilidad de

sufrir infecciones y desarrollar un éncer. Por otro lado, la mayoría de los

trasplantes sucumben al rechazo crónico que se desarrolla lentamente con los años

donde finalmente el órgano se pierde.

La aceptación de un trasplante sin la necesitad del uso drogas

inmunosupresoras de por vida requ¡ere del diseño de estrategias para generar

tolerancia específica al ¡nierto manteniendo la competenc¡a del s¡stema ¡nmune

contra las infecciones y el cáncer.

En este trabajo, determ¡namos que la administración in vivo de antígenos

del donante en forma de fagosomas dism¡nuye la respuesta inmune alogén¡ca de

manera antígeno específica en un modelo mur¡no. Esto sugiere, que los ratones

receptores tratados con fagosomas tienen un estado de tolerancia que les perm¡te

aceptar órganos alogénicos.

En otros trabajos, se ha intentado generar un estado de lolerancia en

ratones exper¡mentales con otros protocolos de admin¡stración de aloantígenos,

como el tratamiento con células apoptót¡cas y con exosomas derivados de DC

(Morelli & Thompson, 2007). Las células apoptót¡cas poseen en su superfic¡e

ligandos que son reconocidos por los receptores de las DC que internalizan a las
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células apoptót¡cas y las convierten en células resistentes a la maduración y las

mantiene en un estado tolerogénico. (Larreguina & Morelli, 2006). En otro trabajo,

se ha observado que esplenocitos del donante ¡rrad¡ados con UVB, generan células

apoptóticas que al ser inyectadas de manera intravenosa en conjunto con

ant¡cuerpos que bloquean Ia interacción entre CD40 y CD154 en ratones

receptores, genera un aumento en la sobrev¡da de un trasplante cardiaco

alogénico, pues las células apoptót¡cas son capturadas y procesadas por las DC del

bazo (Morelli y cols, 2003). Por otro lado, los exosomas son vesículas secretadas

por las DC que transportan moléculas de MHC lllas cuales pueden ser purificados e

inyectados en ratones. Estos exosomas son capturedos rápidamente por las DC del

donante s¡ afectar en su maduración, La adm¡nistración sistémica de exosomas en

combinac¡ón con drogas inmunosupresoras induce la supervivencia de aloin.iertos

(Peche,2006).

Tanto el tratamiento con células apoptóticas como con exosomas han

demostrado cierta efec{ividad para la generación de toleranc¡a antígeno específ¡ca,

pero la generación de células apoptóticas es comple.lo pues la apoptosis es un

proceso b¡ológ¡co altamente d¡námico y dificil de controlar temporalmente, ya que

ráp¡damente puede generar élulas necróticas que provocan un efecto contrar¡o.

Los exosomas, por otra parte, tienen la dificultad de ser difíciles de generar y

purificar ln vitro. La utilizacián de fagosomas tiene var¡as ventajas, pues para su

producc¡ón se requiere de un mater¡al b¡odegradable como el PLGA que permite

que los fagosomas sean almacenados y utilizados en el momento que se necesiten.

Por otro lado, estas partículas de PLGA pueden ser marcados con fluoróforos como

Alexa 647, lo cual permit¡ría marcar y seleccionar a los fagosomas por tamaño o por

cantidad de antígenos que transportan a través de cell so,ter. Recientemente se

está evaluando en nuestro laborator¡o esta estrategia para generar una preparación
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de fagosomas reproducible, libre de debris celular. En este trabajo los fagosomas

fueron generados a part¡r de DC con un fenotipo inmaduro (Fig. 2), lo que genera

fagosomas transportadores de membrana que contienen antígenos alogénicos y

otras moléculas que les confiere la capacidad de inducir tolerancia.

En trabajos anteriores del laboratorio se observó que los fagosomas

alogénicos son activamente incorporados a las DC transformándolas en DC

resistentes a la maduración después de la estimulación con LPS (Ureta y cols,

2OO7 i Ramírez, 2009). Por esta razón, se administró de manera intravenosa DC del

receptor cargadas con fagosomas del donante en un modelo de inmunización

alogénica in v¡vo, pero con este tratamiento no se observó una disminución o un

aumento en la producc¡ón de aloanticuerpos, por lo que esta estrateg¡a de

regulac¡ón de la respuesta inmune fue descartada (datos no mostrados). Por lo

tanto, la ut¡lización de fagosomas inyectados directamente fue propuesto como un

método para la generación de tolerancia periférica. La administración de una única

dosis de fagosomas disminuyó sign¡ficativamente en el titulo de aloant¡cuerpos (F¡9.

5A) y el número de células alorreactivas (Fig.sB), sin alterar la respuesta inmune

contra otros antígenos (Fig. 6), lo que sugiere que los fagosomas generan en el

ratón un estado de toleranc¡a operacional, donde se suprime la respuesta ¡nmune

contra los antígenos del donante, pero se mantiene la respuesta inmune contra

otros antígenos.

También observamos que a mayores concentrac¡ones de fagosomas

aumentan la respuesta ¡nmune alogén¡ca (Fig. 5A/B), mientras que a bajas

concentraciones dism¡nuyen la respuesta inmune celular y humoral. Además se ha

visto que los fagosomas ¡legan en 48 horas al bazo y son capturados por las DC

que mantienen su fenotipo (datos no publicados), por lo que suponemos que estos
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antígenos son procesados y presentados a linfocitos T alorreactivos. Consideramos

que en un contexto no inflamatorio y con bajas dosis de fagosomas, las células

dendrÍticas cargadas con fagosomas sería capaces de generar a partir de LT CD4+

CD25-, LT reg antígeno específicos capaces de suprimir la respuesla inmune

alogénica contra las células de un injerto alogén¡co, pero esto no ha sido

demostrado pues no fue posible generar linfocitos T reg con DC cargadas con

fagosomas alogén¡cos en cultivos (datos no mostrados). Por otra parte, tampoco

hemos evaluado si los propios fagosomas funcionan d¡rectamente como vesículas

que presenten aloantígenos y que regulen la respuesla inmune alogénica al

interactuar directamente con LT.

En la figura 7, se observa que la administración de fagosomas m vlvo

disminuye la activación tanto de LT CD4 y LT CD8, pues disminuye la expresión de

CD25 en ambas poblac¡ones celulares, lo que sugiere un efecto anérg¡co de los

fagosomas en los LT, pues se sabe que en la anerg¡a ex¡ste una disminución de la

secreción de lL-2 en LT, los que lleva a una desregulación del receptor (Lechler y

cols, 2001), pero la aseveración de que los fagosomag provocan anergia en los LT

debe ser estudiada con más detalle.

El mecanismo por el cual los fagosomas regulan el alorreconocimiento y la

respuesta ¡nmune alogénica no pudo ser dilucidado en este trabajo, pero sabemos

que los fagosomas generados a partir de DC son vesículas que presentan

antígenos y entregan aloantígenos a las DC de manera no inflamatoria, estos

antígenos podrÍan ser entregados a las células dendríticas a través del traspaso de

membranas como en el alorreconocimiento semidirecto.

Sería interesante evaluar la posibil¡dad que la adm¡nistración de fagosomas
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perm¡ta la anidación de un trasplante de médula ósea s¡n la utilizac¡ón de medios

ablativos como la irrad¡ación corporal total o parcial, pues si se reduce la necesitad

de irrad¡ac¡ón, el trasplante de médula ósea podría sér implementado como un

proceso clave para inducción de tolerancia central para trasplantes alogénicos

mientras que los fagosomas producirían tolerancia periférica, lo que aumentaría las

pos¡b¡l¡dades de evitar el rechazo y d¡sm¡nuir la dos¡s o definitivamente eliminar el

uso de drogas inmunosupresoras.

Finalmente, se puede concluir que la incorporación de antígenos alogénicos

en forma de fagosomas producidos con perlas de PLGA generaría un estado de

tolerancia periférica in vivo que podría ser ut¡l¡zado como un pre{ratamiento para el

trasplante de órganos sólidos y/o de células hematopoyét¡cas. Esto representa una

nueva estrateg¡a no farmacológica para regular la respuesta inmune alogénica.
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5. CONCLUSION

1. Las células dendríticas inmaduras diferenciadas a partir de precursores
hematopoyéticos del donante incorporan micropartículas de PLGA sin
alterar su estado de activación.

2. Los fagosomas son capaces de disminuir la respuesta inmune alogénica
tanto humoral como celular rn yrVo.

3. El efecto inmunorregulador de los fagosomas alogénicos depende de la
dos¡s inyectada.

4. Los fagosomas actúan dism¡nuyendo la respuesta inmune de manera
antígeno específica, sin alterar la respuesta ¡nmune contra antígenos de otra
cepa.

5. Los fagosomas podrían ser utilizados como un pretratam¡ento a un
trasplante de médula ósea o de órganos sólidos para modular la respuesta
inmune.
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