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RESUMEN

La sobrevida de un érgano 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 aparicién de infecciones oportunistas, neoplasias e
hipertensién, que ponen en riesgo la vida de los pacientes. Es asi como la
induccion de tolerancia especifica hacia antigenos del donante se ha convertido en
un blanco de estudio para disminuir el uso de drogas inmunosupresoras y lograr

mejores resultados en trasplantes.

La tolerancia inmunologica en el contexto del trasplante puede ser definida
idealmente como un estado en el cual, el sistema inmune no genera una respuesta
patolégica contra aloantigenos y no se requiere de inmunosupresion exégena
conservando la respuesta inmune contra ofros antigenos, lo que permite la
supervivencia del 6rgano trasplantado. Para lograr la tolerancia inmunolégica, en
este trabajo, se administraron aloantigenos del donante en forma de fagosomas a
ratones receptores y luego se inmunizaron con células del donante como modelo
de trasplante alogénico. Los fagosomas fueron producidos con microparticulas de
PLGA aisladas desde células dendriticas inmaduras que fagocitan estas particulas
y que transportan moléculas del donante. Se administré6 una unica dosis de
fagosomas alogénicos y se evalué la respuesta inmune celular y humoral.
Demostramos que el tratamiento con fagosomas previo a una inmunizacién con
células del donante disminuye la respuesta inmune, siendo este efecto dependiente
de la dosis de fagosomas aplicada y antigeno especifica. Estos resultados sugieren

que la utilizacion de fagosomas alogénicos previo al trasplante de 6rganos podria



permitir la induccién de tolerancia y disminuir el uso de drogas inmunosupresoras.



ABSTRACT

The survival of a transplanted organ depends on the control of the
immune 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 specific tolerance to donor antigens
has become a target to reduce the use of immunosuppressive drugs and

achieve better results in transplantation.

Immunological tolerance can be defined as a state in which the
immune system does not generate a pathological response against
alloantigens and do not requires exogenous immunosuppression, but it is
maintaining immune responses against other antigens, that allow the survival
of transplanted organ. In this study, we administered donor alloantigens in
the form of phagosomes to recipient mice and then they were immunized
with donor cells as a model of allogeneic transplantation. Phagosomes were
produced with PLGA microparticles isolated from immature donor dendritic
cells, which transport MHC class | and |l. We evaluated the effect of a single
dose of allogeneic phagosomes in the cellular and humoral immune
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 immunosuppressive drugs.



1. INTRODUCCION

El trasplante de érganos entre individuos de la misma especie ha sido uno de
los avances en medicina méas importantes y gracias a las nuevas técnicas
quirdrgicas y terapias inmunosupresoras, el trasplante es un procedimiento comun
en los centros hospitalarios. El trasplante de érganos es utilizado como Unica
alternativa en el caso de falla terminal renal, cardiaca y pulmonar o como
tratamiento para mejorar la calidad de vida de pacientes diabéticos al reemplazar
un pancreas defectuoso (Kresnsky & Pober, 2000; Leachler y cols, 2005). En Chile,
se han realizado mas de 200 trasplantes en el afio 2010, siendo lideres en la regién
en este tipo de procedimientos. Sin perjuicio de esto, el éxito de los trasplantes
depende de una inmunosupresion eficiente, la cual promueve la aparicion de
infecciones oportunistas, tumores secundarios y efectos colaterales como el
aumento en el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Es imperioso la creacion
y el estudio de nuevas estrategias de inmunosupresion, donde se manipulen los
mecanismos inmunolégicos de folerancia central y periférica del receptor para
generar tolerancia antigeno especifica que permita la aceptaciéon de érganos a

largo plazo, disminuyendo al minimo el uso de drogas inmunosupresoras.

1.1. Alorreactividad y mecanismos celulares del rechazo.

La alorreactividad es la respuesta inmune en contra de las células de un érgano
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 linfocitos B (LB) y la activacion de los
mecanismos efectores de la respuesta inmune. Los LT se diferencian en LT
citotoxicos CD8+ o LT de ayuda CD4+ dependiendo del reconocimiento de las
moléculas MHC clase | y Il, respectivamente (von Boehmer y cols, 2003). Existe
una mayor frecuencia de LT alorreactivos que de LT especificos contra cualquier
otro péptido foraneo, lo que sugiere la existencia de una degeneracion en el
reconacimiento de las moléculas de MHC (Felix & Allen, 2007). Las moléculas de
MHC son altamente polimérficas, pues existen cientos de distintos alelos MHC
presentes en la poblacién humana y cada individuo puede expresar a lo menos seis
diferentes alelos MHC clase | {(MHC |) y seis alelos MHC clase |l (MHC II). Las
moléculas de MHC | se expresan en todas las células, mientras que las moléculas
de MHC Il sblo estan expresadas en las células presentadoras de antigenos
profesionales (APC) como las células dendriticas (DC), los macréfagos, los LB y las
células epiteliales del timo, siendo las DC las Unicas capaces de activar a los LT

virgenes e iniciar la respuesta inmune.

Debido a la alorreactividad y en ausencia de drogas inmunosupresoras, el
organo trasplantado es infiltrado densamente por leucocitos del receptor, fenomeno
conocido como rechazo agudo, que se presenta tipicamente entre 1 a 2 semanas
después del trasplante. El rechazo agudo causa necrosis celular del injerto y/o
trombosis de los vasos sanguineos, siendo los LT CD8+ citotéxicos los principales
involucrados, pues las drogas inmunosupresoras que se usan en pacientes como la
ciclosporina y el tracolimus, bloguean la respuesta de los LT CD4+ mas
eficientemente que la de los LT CD8+ (Strehlau y cols, 1997). Los aloanticuerpos
reconocen las moléculas MHC expresadas por las células endoteliales y son

causantes del rechazo vascular de los aloinjertos.



Los agentes inmunosupresores pueden prevenir o revertir en gran medida el
rechazo agudo, pero el injerto puede sucumbir a un rechazo a largo plazo, conocido
como rechazo cronico, que se caracteriza por un reemplazo del parénquima del
injerto por fibrosis. En el rechazo crénico, participan los LT CD4+ alorreactivos
productores de citoquinas, los LT CD8+ alorreactivos citotdxicos y los anticuerpos
alorreactivos producidos por los LB. Los LT CD4+ activados por el reconocimiento
de aloantigenos promueven la generacién de LT CD8+ y la activacion de LB
productores de aloanticuerpos y activan de manera antigeno independiente a los
macréfagos que generan especies reactivas de oxigenos, oxido nitrico y enzimas
degradativas. Los LT CD8+ pueden producir IFN-y, dafando a los injertos por

citélisis directa del parénquima y de las células vasculares (Lowry, 1996).

Gracias a la aplicacion de drogas inmunosuprescras el rechazo agudo del
trasplante es menor al 10% de los casos, pero la introduccion de nuevas drogas
inmunosupresoras no han alterado la pérdida tardia de injertos debido al rechazo

cronico (Libby & Pober, 2001).

Las DCs regulan el rechazo agudo y crénico porque presentan aloantigenos a
los LT del receptor a través de la presentacién directa, indirecta y semidirecta. En la
presentacion directa, existe el reconocimiento de las moléculas de MHC de las DCs
y/o macréfagos del injerto por parte de los LT CD4+ del receptor. La presentacion
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 via semidirecta, los linfocitos T del receptor reconocen a las moléculas de
MHC del donante que son transferidas intactas desde las células del donante a la
superficie de las DC del receptor a través de la transferencia de vesiculas. El nivel

de participacién de cada via de presentacion depende del tiempo transcurrido



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

utilizado (Morelli & Thomson, 2007).

La via directa ha sido considerada clasicamente como el mecanismo de
presentacién involucrado en el rechazo agudo, pero la via de presentacion indirecta
predomina tardiamente, convirtiéndose en el principal mecanismo involucrado en el

rechazo cronico.

También existen otros mecanismos que contribuyen al rechazo de
aloinjertos, como la hipoxia por isquemia/reperfusion, la hiperlipidemia, infecciones
y traumas mecanicos que pueden provocar respuestas pro-inflamatorias. También
la preexistencia de lesiones arteriosclerdticas son sustrato para la evolucion

acelerada de lesiones provocadas por activacion inmunolodgica (Lyson y cols, 1993).

1.2. Tolerancia central y periférica.

El sistema inmune posee dos mecanismos para impedir la respuesta inmune
contra los antigenos propios conocidos como tolerancia central y tolerancia periférica.
La tolerancia central se produce a nivel de los 6rganos linfoides centrales a través de
la delecién los progenitores linfoides autorreactivos en el timo y en la médula 6sea (LT
y LB, respectivamente). En el timo cerca del 90-99% de los LT autorreactivos son
delecionados por apoptosis a traves de la interaccién del receptor Fas y su ligando
FasL. Los linfocitos que salen del timo y circulan en la periferia han sorteado los
mecanismos de selecciéon positiva donde se eliminan a los progenitores que no
reconocen o poseen una baja afinidad por las moléculas de MHC, y la seleccién

negativa, donde se eliminan los linfocitos T que poseen una alta afinidad por el



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

Sin embargo, en adultos existen algunos linfocitos con la capacidad de
reconocer los componentes propios, pues en €l timo y en la médula 6sea no se
produce la eliminacion completa de los linfocitos autorreactivos, esto implica que los
clones autorreactivos que persisten requieren de un control a nivel periférico para
evitar la activacién de una respuesta autoinmune, este control fuera de los érganos

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

Pero, a pesar de estos mecanismos de control, existe alrededor de un 10%
de LT totales que reconccen antigenos alogénicos (Suchin y cols, 2001), por lo que
la magnitud de LT que se deben delecionar para generar tolerancia a los antigenos
provenientes de un érgano trasplantado es enorme. Estas consideraciones
sugieren que el mecanismo de delecion es critico para la induccion de tolerancia en
trasplantes, y se ha propuesto la intreduccién de células alogénicas en el timo para

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

La mantencién de la tolerancia periférica es realizada a través de varios
mecanismos inmunolégicos, entre ellos esta la anergia clonal que corresponde a un
estado refractario de los LT causado por la presentacion de antigenos por parte de
algunas APC gque no poseen moléculas co-estimuladoras como CD80 o CD86. Otro
mecanismo de tolerancia periférica es la ignorancia clonal en donde los linfocitos T
autorreactivos nunca se encuentran con el antigeno apropiado pues estan
secuestrados en tejidos inaccesibles que provoca su muerte por la falta de

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

Otro de los mecanismos de tolerancia periférica fue propuesto por primera



vez en los afos 80, donde se encontré que existia un subconjunto de células
reguladoras que suprimen dominantemente los LT efectores y en especial los
autorreactivos que existen normalmente en la periferia que escapan al control de la
delecién 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 transcripcion Foxp3. Los LT reg
representan entre el 5-10% 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 fisioldgicos como

patolégicos (Wing & Sakaguchi, 2010).

Los LT reg requieren para su funcidén de la activacién antigeno especifica
del TCR, pero una vez activados son capaces de suprimir de manera no especifica
(Thornton y cols, 2004). Se ha propuesto que los LT reg Foxp3+ ejercen su accion
reguladora suprimiendo la proliferacion, la diferenciacién o la secrecién de
citoquinas a través de un mecanismo dependiente del contacto célula-célula (Tang
y cols, 2008), por muerte de las células efectoras a través de la granzima B y las
perforinas (Grossmann, 2004), o por mecanismos mediados por factores solubles
como las citoquinas inmunosupresoras (IL-10, TGF-B, IL-35 y la galenctina-1)
{(Maloy y cols, 2003), o por deprivacidon de citoquinas necesarias para la
supervivencia de células efectoras como IL-2. Se propone que los mecanismos de
accion de los LT reg podrian operar de manera sinérgica o complementaria. (Wing

& Sakaguchi, 2010).

La generacién de los LTreg radica principalmente en el timo, pero también
los LT naive de la periferia pueden aumentar la expresion de Foxp3 y adquirir las

funciones y el fenotipo de los LT reg. En nuestro laboratorio se ha desarrollado un
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protocolo de generacion de LT reg a partir de LT CD4+ CD25- aislados del bazo en
presencia de TFG-B y acido retinoico (RA). Estos LT reg generados de novo son
capaces de suprimir la proliferacion de LT efectores de manera antigeno
dependiente y expresan marcadores clasicos de homming intestinal (Moore y cols,

2010).

1.3. La célula dendritica como reguladora de la tolerancia.

Las células dendriticas DCs son células presentadoras de antigenos
profesionales derivadas de médula dsea con la capacidad (nica de iniciar y regular
la respuesta inmune (Banchereau & Steinman, 1998). La naturaleza de la respuesta
inmune generada por las DC dependen de su estado de maduracién y
diferenciacion funcional, influenciada por factores del microambiente linfoide como
los productos microbianos y las citoquinas (Banchereau y cols, 2000). En el estado
inmaduro, las DC son intrinsecamente tolerogénicas y pueden regular la respuesta
de los LT contra los péptidos propios o extrafios, en cambio si son expuestas a
estimulos inflamatorios adquieren una potente funcién inmuncestimuladora
asociada a una mayor expresion de moléculas MHC-Il y moléculas
coestimuladoras. Las DC tolerogénicas se caracterizan por un baja expresion de
moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y, son resistentes a la maduracion
en respuesta a sefales de peligro producido por los ligandos de los receptores tipo
toll (TLR) o el ligando de CD40, (CD40L). Ademas tienen la habilidad para generar
y/o expandir LT reg, promover la apoptosis de LT efectores, secretan una elevada
concentracidonde IL-10 y baja secrecion de IL-12p70 y pueden migrar a los tejidos
linfoides secundarios a través de la expresion en la superficie de receptores de
quimioquinas. Esta dicotomia en el funcionamiento de las DC unida a su gran

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

Se ha demostrado que las DC inmaduras cargadas con antigenos en forma de
debris de células apoptéticas no aumenta la expresion de MHC o de moléculas
coestimuladoras y fallan en activar la respuesta inmune de los LT, (Steinman y cols,
2000) porque generan delecion clonal y anergia de los LT (Kurts y cols, 1897). Los
LT apoptoéticos y los LT anérgicos inhiben la maduracién de las DC por lo que la
delecion y la anergia provocada en los LT por las DC representan un proceso de

retroalimentacion negativa, manteniendo el estado tolerante.

1.4. Estrategias experimentales usadas para la regulacion de la

respuesta inmune en trasplantes.

A pasar de los mecanismos tanto centrales como periféricos para inducir y
mantener un estado de tolerancia inmunologica, en el caso de trasplantes, es
necesario generar un estado de tolerancia operacional, en donde se inhiba la
respuesta inmune hacia los antigenos del donante, pero se mantenga la respuesta
inmune activable en contra de infecciones y neoplasias. La inmunosupresion es el
unico recurso clinico disponible, pero se ha realizado un gran esfuerzo por parte de

los investigadores en esta area para proponer alternativas a la inmunosupresion.

Una de las alternativas, es a través de la modulacion del estado de maduracién
de las DC in vitro, con drogas inmunosupresoras como la rapamicina, que inhibe la
funcién de la quinasa serinaftreonina mTOR, que es central en el control del
crecimiento celular, proliferacion y traduccién de proteinas. En las DC, la

rapamicina disminuye la produccion de citoquinas inflamatorias como IL-12p70 y
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TNF-a e inhibe su maduracion (Hackstein y cols, 2003). Se ha demostrado que las
DC tratadas con rapamicina cargadas de aloantigenos del donante regulan a los
LT de manera antigeno especifica y prolonga la supervivencia de un trasplante de

corazon (Taner y cols, 2005).

También se ha demostrado que la forma activa de la vitamina Ds;
(1a,25(0OH). Ds) inhibe la diferenciacién y la maduracion de las DC in vitro (Gleisner
A., 2010) y en combinacion con drogas inmunosupresoras se induce tolerancia a un
trasplante de islotes pancredticos en ratones tratados con DC diferenciadas en

vitamina D; (Gregori, 2001).

Otra estrategia utilizada es la deplecion de LT alorreactivos del receptor con
anticuerpos, inmunotoxinas y/o irradiacién, pero ninguna de estas estrategias son
antigeno especificas y no mantienen un estado de tolerancia permanente, porque
luego de la deplecion se generan nuevos LT alorreactivos (Matzinger & Anderson,
2001). Se ha visto, en modelos murinos, que en el trasplante de médula ésea
alogénico las células del donante 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 ningan tipo de
inmunosupresién (Wekerle, 1998). La gran desventaja de inducir la delecién clonal
via quimerismo mixto en el timo es que las células del donante pueden rechazar a
las células del receptor generando una enfermedad llamada “injerto versus
receptor” (graft versus host disease), siendo mas severo el remedio que la
enfermedad, por lo que este procedimiento no ha sido implementado como un
método previo al trasplante de érganos solidos. Hacer posible el quimerismo mixto
a través de un trasplante de médula 6sea sin la necesidad inicial de una severa

inmunosupresiéon como lo es la irradiacidon completa corporal, haria del trasplante
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de médula 6sea central un procedimiento mas frecuente.

La regulacién de la respuesta inmune alogénica con LT reg es otra alternativa
propuesta. Se han realizado experimentos en donde se han transferido
adoptivamente a ratones que previamente han sido irradiados con 5Gy, LT reg
CD4+CD25+Foxp3+ que han sido estimulados in vitro con aloantigenos, lo que
produjo la aceptacion a largo plazo de un trasplante de médula 6sea y la posterior
aceptacion de un trasplante cardiaco y de piel (Joffre y cols, 2009). Pero,
recientemente se ha sugerido que los LT reg son capaces de reprogramarse y
cambiar su funcién supresora en presencia de IL-6 y TFG-B, lo que promueve la
generacion de LT pro-inflamatorics TH17 (Bertelli y cols, 2007), por lo que la

transferencia adoptiva in vivo de LT reg podria tener un efecto contrario al deseado.

Numerosos estudios en ratones han mostrado que el uso de anticuerpos
blogqueantes contra los co-receptores CD4, CD8 o contra la molécula de co-
estimulacion CD40L (CD154), puede usarse para la induccién de tolerancia en
trasplantes. (Waldmann & Cobbold, 2001; Larsen y cols, 1996). Sin embargo,
ninguna de estas estrategias ha mostrado una inmunosupresion al largo plazo en
primates, y sélo recientemente se estan iniciando las pruebas clinicas en humamos

(Turka & Lechler, 2009).

Una de las estrategias que ha abordado nuestro laboratorio para inducir la
tolerancia a largo plazo, es por medic de la entrega de aloantigenos a DC
inmaduras del receptor en forma de fagosomas, las cuales presentarian en un
contexto no inflamatorio a los aloantigenos. Se ha demostrado con anterioridad que
las DC del receptor son capaces de incorporar fagosomas que trasportan moléculas

alogénicas en una alta proporcién y mantienen un fenctipo resistente a la
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maduracién sin alterar el patrén de secrecién de citoquinas (Ramirez V., 2009).

Los fagosomas se generan a partir de DC inmaduras del donante con
microparticulas o perlas de PLGA (poly D,L lactic-co-glicolic acid). El PLGA es un
material biodegradable, biocompatible e hidrolizable en &cido lactico y acido
glicdlico en el cuerpo humano de manera inocua, siendo ambos metabolitos
productos de varias vias metabdlicas (Gad, 2008; Raghavendra C. y cols, 2008).
Este material esta aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para
tratamientos terapéuticos como sistema controlado de entrega de farmacos,
péptidos, vacunas, genes, antigenos, factores de crecimiento, etc. En este trabajo
utilizamos perlas de 1-3 ym de PLGA para producir y aislar fagosomas, siendo
utilizados como soporte para antigenos del donante. Por lo tanto, definimos
nuestros fagosomas como una perla de PLGA rodeado de una membrana

proveniente de la célula dendritica.

En esta investigacion se demuestra que los fagosomas pueden regular la
respuesta inmune alogénica in vivo en un modelo murino produciendo un estado de
tolerancia periférica que podria permitir la aceptacién de injertos del donante con
una total o parcial suspension de drogas inmunosupresoras. Consideramos que
esta estrategia es técnicamente superior a otras estrategias utilizadas con
anterioridad, ya es que reproducible, almacenable y genera un efecto de regulacién

tanto a nivel de respuesta humoral como celular.
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HIPOTESIS

La intervencion de los mecanismos de tolerancia periferica a través del uso de
fagosomas trasportadores de antigenos alogénicos permite la disminucién de la

respuesta inmune alogénica in vivo.

OBJETIVO GENERAL

Generar un protocolo de administracion de aloantigenos con el fin de

modular la respuesta inmune alogénica celular y humoral in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar fagosomas con particulas de PLGA recubiertas de la

membrana de células dendriticas inmaduras provenientes del donante.

2. Evaluar la respuesta inmune celular alogénica in vivo después de la
administracion intravenosa (i.v.) de aloantigenos en forma de fagosomas. Para
esto, previo a la inmunizacién de ratones con esplenocitos del donante, los ratones
fueron pretratados con fagosomas alogénicos y la respuesta celular se midid

mediante ELISPOT para IFN-y.
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3. Utilizando la misma estrategia que en el objetivo anterior, se evualué
la respuesta inmune humoral /n vive midiendo por citometria de flujo la cantidad de

aloanticuerpos generados en &l receptor.

4. Estudiar el efecto dosis dependencia de la administracion de

fagosomas en cuanto a la regulacién de la respuesta inmune in vivo.

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

es antigeno especifica.

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

administracion de fagosomas in vivo.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Animales.

Se utilizaron ratones C57BL/6, BALB/c y CBA que poseen un fondo genético
H-2°, H-2¢, H-2¥ respectivamente. La edad de los ratones utilizados fluctia entre 2

y 3 meses.

2.2. Anticuerpos y Reactivos.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales comerciales de BD

PharMingen anti- raton:

Conjugados con FITC: anti-IA® (clon 25-9-17), anti-IA° (clon AMS-32.1), anti-
CD86 (clon GL1), anti-CD80 (clon 16-10A1), anti-H2K® (clon AF6-88.6). Conjugados
con PE: anti-CD11c (clon HL3), anti-H2K® (clon SF1-1.1) y anti-IEK (clon 14-4-45).
Conjugados con APC: anti-CD11¢ (clon HL3), anti-CD4 (clon RM4-5) y anti-CD83

(clon Michel-19). Conjugado con PECy5: anti-CD3 (clon 17 A2).

También se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales comerciales

de eBioscience anti-raton:
Conjugado en PE: anti-PD-L1 (clon MIHS). Conjugados en APC: anti-CD40
(clon 1C10) y anti-PD-L2 (clon TY25). Conjugado en PECy7: anti-CD8a (clon 53-

6.7).

Se utilizé 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 1gG (Fegll vy

Feglll).

Se utilizo el anticuerpo policlonal secundaric de conejo anti-

inmunoglobulinas de ratén conjugado con FITC de Dako (F0232).

Ademas se usaron los siguientes reactivos: 2-mercaptoetanol (Invitrogen),
gentamicina {(Laboratorio Sanderson), tripsina (Gibco BRL), agua desioniozada
(Laboratorio Sanderson), MACS anti-CD11c (clon N418) (Miltenyi Biotec) y GM-

CSF recombinante murino (BD PharMingen).

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

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

almacenaron a -20°C, hasta su uso.

Se utilizé el Kit de medicion de IFN-y para ELISPOT de BD PharMingen.

2.3. Generacion y caracterizacion de fagosomas alogénicos.

2.3.1. Generacioén de los fagosomas alogénicos.

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

inmaduras producidas desde precursores de médula o6sea, los cuales son

cultivados con el sobrenadante de la linea celular J558L transducida establemente

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

generacion de los fagosomas.

12



Los precursores de DC se extrajeron desde las tibias y fémures de un raton
donante BALB/c. Los huesos se lavaron en etanol 70% 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 gldbulos rojos incubando
durante 5 minutos a temperatura ambiente en una solucién hipotdnica de cloruro de
amonio (NH,Cl 0.15 M, KHCO; 10 mM y Na,EDTA 0.1 mM, pH 7.2-7.4).
Posteriormente se lavaron las células con medio RPMI y se cultivaron en placas de
Petri bacteriolégicas (140mm, Sterilin, Barloworld Scientific) a una densidad de 10’
células totales por placa en 20 ml de medio completo que contiene: RPMI + 10%
FCS + 50uM de 2-Mercaptoetanol + 50ug/mL de gentamicina + 3% vol/vol del
sobrenadante de la linea celular J558L secretora de GM-CSF murino. Las células
se cultivaron a 37°C y 5% de CO,. A los dias 4 y 8 de cultivo se recuperaron tanto
las células adherentes (por tripsinizacion) como las no adherentes, y fueron
sembradas a una densidad de 10 células por placa en 20 mL de medio fresco. Por
Ultimo, al dia 12 del cultivo se recuperaron todas las células de las placas y se
sembraron a 50-10° DC en un tubo Falcon de 50 ml con 250-10° perlas de PLGA
para producir la fagocitosis de las particulas. La incubacién se realizé por 20
minutos a 37°C en un volumen final de 1 ml de medio RPMI+ 10% FCS en un bafio
termorregulado. Posteriormente se agregd 4 ml de medio RPMI + 10% FCS, se
centrifugd por 2 min a 400 % g y se continud la incubacién por otros 70 minutos a
37°C en el bafio termorregulador. Para detener la fagocitosis, las células se lavaron
3 veces con 40 ml de PBS frio y se resuspendieron en 1 mL de PBS + 2% FCS.
Luego de la incubacién, las células se lisaron mecanicamente con una jeringa de
21G (60 veces) en un tubo Eppendorf. Finalmente el lisado celular se centrifugd a
155 x g por 5 min a 4°C y se recupero el sobrenadante, el cual se almacend a 4°C,
hasta su utilizacion. Se midio la cantidad de proteina presente en los fagosomas a

traves del kit de cuantificacion Quibit (Invitrogen).
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2.3.2. Microscopia electronica.

La incorporacién de las perlas de PLGA por parte de las DC fue visualizado
por microscopia electronica en las dependencias de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Brevemente, las células
dendriticas se incubaron con o sin perlas de PLGA, por 90 min a 37°C y 5% de CO;
en medio de RPMI + 10% FCS y se centrifugaron a una velocidad de 400 x g por 5
min. Se elimind el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en
glutaraldehido 3% disuelto en buffer cacodilato de sodio 0,138 M, pH 7,2 durante 4
horas a temperatura ambiente. 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
tetroxido de osmio al 1% en medio acuoso durante 90 min, después se lavdé con
agua destilada y las muestras se trataron con acetato de uranilo al 1% por 60 min.
Luego se deshidrataron con etanol a concentraciones crecientes: 50, 70, 95 y 100%
incubando durante 20 minutos en cada concentracién para luego ser pre-incluidas
en epon/etanol toda la noche (16 horas). Para el proceso de inclusién se incubaron
las muestras en epon fresco (resina) a 60°C por 24 horas para permitir la
polimerizacion de la resina. Se cortaron las muestras con un ultramicrétomo Sorval
MT-5000, se tifieron con acetato de uranilo al 4% en metanol durante 1 min y luego
con citrato de plomo por 5 min. Finalmente, los cortes se observaron en un

microscopio electrénico (Phillips Tecnai 12BT) a 80 kV.
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2.4. Evaluacion de la regulacion de la respuesta inmune alogénica in vivo

mediada por fagosomas.

2.4.1 Protocolo experimental para evaluar la respuesta inmune alogénica in

vivo.

Para evaluar la capacidad de los fagosomas alogénicos de regular la
respuesta inmune que se genera en el trasplante in vivo, se desarroll6 el siguiente
protocolo de inmunizacién: a ratones receptores C57BL/6 (H-2), se les inyecté de
manera intravenosa (i.v) una anica dosis de fagosomas (150 6 300 pg) en un
volumen de 200 pl. Los fagosomas fueron y aislados generados desde DC de
ratones BALB/c (H-2°% (dia 1). Luego, a los dias 7 y 14 después del pretratamiento
con fagosomas se les administré6 de manera intraperitoneal (ip) 10x10°

esplenocitos provenientes de un ratén BALB/c en un volumen de 200 pl.

Se tomaron muestras de sangre antes del pretratamiento con fagosomas y 7
dias después de la segunda inmunizacion con esplenocitos de ratones BALB/c
para evaluar la generacion de alcanticuerpos en los ratones receptores. Al dia 21,
los ratones se sacrificaron y se les extrajo los bazos para analizar por ELISPOT el

numero de células alorreactivas secretoras de IFN-y.

También se evalué la especificidad de los fagosomas midiendo la respuesta
celular y humoral contra una tercera cepa como lo es la cepa CBA de haplotipo H-
2, para ello las inmunizaciones se realizaron con esplenocitos de CBA y se analizo

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

Las mediciones de aloanticuerpos circulantes en el suero se realizaron por
citometria de flujo a través del ensayo FCXM (flow cross match assay), que se basa
en el reconocimiento de aloantigenos presentes en una célula por aloanticuerpos
generados en un ratén receptor (Utzing,1997). Para ello, se obtuvieron esplenocitos
del ratén donante de haplotipo H-2¢ que se incubaron con alicuotas de suero de los

ratones receptores inmunizados.

Se recolecté sangre desde la cola de los ratones receptores inmunizados
infringiendo una pequeria herida en ésta. Se tom¢ alrededor de 200 ul de sangre y
las muestras se dejaron a 4°C por 16 horas de manera de separar el plasma del
suero. Luego, se toméd el suero, se centrifugd a 300 x g por 10 min a 4°C, y se

guard6é a — 20°C hasta el analisis de anticuerpos.

El ensayo se realiz6 incubando 0,5x10° esplenocitos BALB/c en 50 ul de
PBS + 2% FCS con suero extraido de los ratones receptores a una dilucion de 1/40
por 30 min a a 4°C, en oscuridad. Esta dilucién fue determinada en experimentos
realizados con anterioridad en el laboratorio. Luego se lavo 3 veces con PBS + 2%
FCS centrifugando cada vez a 500 x g por 7 min a 4°C. Luego se incubaron las

células por 20 min a 4°C con anti-raton FITC (Dako).

2.4.3. ELISPOT (Enzyme- Linked Immunospot)

Se determind por ELISPOT el nimero de celulas respondedoras secretoras

de IFN-y provenientes de ratones receptores que fueron inmunizados con
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esplenocitos de un raton donante. Las células respondedoras son activadas
alogénicamente con esplenocitos extraidos de un ratdn donante de la cepa BALB/c
irradiados previamente con 30c¢Gy radiacién gamma (realizado en Clinica Las
Condes) siendo por lo tanto, incapaces de activarse y producir citoquinas, sirviendo

s6lo como fuente de activacion alogénica para las células respondedoras.

Para la mediciéon de IFN-y, se utilizd el protocolo recomendado por los
fabricantes. Brevemente, en esterilidad, se diluyo el anticuerpo de captura para
IFN-y en PBS a una razén de 1/200. Se agregd 100 pl de esta solucién a cada pozo
y se incubd por 16 horas a 4°C. Al dia siguiente, se elimino el anticuerpo de captura
y se lavo cada pozo con 320 pl de solucion de bloquec que consiste en RPMI +
10% FCS + 1% penicilina/estreptomicina/L-Glutamina y luego se dejé con 320 ul de
la solucién de bloqueo por 2 horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se
descart6 la solucién de bloqueo y se agregaron 0,1x10° células respondedoras
(receptoras) mas 0,1x10° células activadoras irradiadas (donantes) en un volumen
final de 200 pl de medio de cultive (RPMI+ 10% suero). Se incubd por 24 horas a
37°C y 5% CO.,. Posteriormente se elimind el sobrenadante y se lavé la placa 2
veces con agua desionizada, con 320 ul por pozo, esperando 5 min entre cada
lavado. Luego se lavé 3 veces cen 320 pl por pozo con el buffer de lavado que
corresponde a PBS + Tween-20 al 0,05%, esperando 5 min entre los lavados.
Luego, se diluyd el anticuerpo de deteccion a una razén de 1/250 en el buffer de
dilucién (PBS + 10%FCS) y se agregd 100 ul de la dilucién a cada pozo. Se incubd

por 16 horas a 4°C con las placas tapadas sobre una toalla absorbente hiumeda.

Al dia siguiente, se desechd el anticuerpo de deteccion y se lavo 3 veces con

320 wl de buffer de lavado esperando 5 minutos entre los lavados. Se diluyé la
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enzima HRP conjugada con estreptavidina a una razén 1/100 en buffer de dilucién y
se agregaron 100 pl a cada pozo. Se incubd por 2 horas a temperatura ambiente
cubriendo la placa de la luz. Se desecho la enzima y se lavo 4 veces con buffer de
lavado remojando 5 min entre cada lavado, luego se lavo 2 veces con PBS y se
agrego 100 pl del sustrato final. Para la preparacion del sustrato final se requieren
20 ml de buffer AEC + 333 pl de solucion AEC por placa. La mezcla se pasd por un
filtro de 0,45 um y se agregod a los pozos. Se observd cuidadosamente la aparicion
de spots en los pozos de las placas y se detuvo la reaccidon con agua desionizada
aproximadamente 40 min después de agregado el sustrato. Se dej6é secar la placa
por 16 horas a temperatura ambiente en oscuridad. Para la cuantificacion del
namero de celulas secretoras de IFN-y se desprendio la superficie inferior de la
placa y se analizé por el programa AEL.VIS™ Se grafico el nimero de spots
producidos después de la activacién de los esplenocitos con células alogénicas

menos el nimero de spots producidos por los esplenocitos sin activar.

2.4.4. Activacion alogénica de esplenocitos.

Se extrajeron esplenccitos de los ratones que fueron inmunizados y tratados
previamente o no con fagosomas alogénicos y se congelaron a -80°C hasta su uso.
Posteriormente, se descongelaron calentando brevemente el tubo de congelacién
en un banfo termorregulado a 37°C, se centrifugaron a 500 x g por 7 min y se
contabilizaron. Se cultivaron 0,5x10° esplenocitos en un volumen final de 200 pl de
medio RPMI + 10% FCS en una placa de 96 pozos por triplicado. Ademas se
agregé a cada pozo 0,5x10° esplenocitos irradiados de células BALB/c para activar
alogénicamente las células respondedoras. Se realizaron dos tipos de controles,

primero se cultivaron solamente 0,5x10° de células respondedoras y segundo se
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cultivaron solamente 0,5x10° esplenocitos BALB/c. La incubacion se realizo por 24
horas a 37°C y 5% de CO,. Al dia siguiente se extrajeron las células y se analizd
por citometria de flujo la viabilidad celular con ioduro de propidio (PI) y la activacién
midiendo la expresion de CD25 (cadena o para el receptor de IL-2), para las células

CD4+ y CD8+.

2.5. Analisis Estadistico.

Se utilizé el programa Graph Prism versidén 5 para los analisis estadisticos.

Se graficd el promedio mas/menos el error estdndar. La comparacion entre 2

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

considerados significativos.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion de los fagosomas alogénicos.

3.1.1. Caracterizacion de las DC utilizadas para la preparacién de fagosomas.

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio, se demostré que las DCs
generadas con GM-CSF del sobrenadante de la linea celular J558L, tienen
propiedades tolerogénicas, pues presentan baja expresion de MHC-Il y de
moléculas coestimuladoras como CD86. En este trabajo, se analizé la expresion de
otras moléculas co-estimuladores relevantes para la activacion o inhibicion de la
respuesta inmune, que pudieran estar presentes en las DC y luego ser
transportadas por los fagosomas. Se evalud la expresion de marcadores
relacionados con la mantencion de la tolerancia periférica y con la generacion de LT
reg adaptativos como es PD-L1 (Wang & Pino-Lagos y cols, 2008) y PD-L2 (Keir y
cols, 2008; Zhang y cols, 2006). También se determind la expresion de otras
moléculas co-estimuladeras como CD83, marcador especifico de activacion de
celulas dendriticas de humano y de ratén (Breloer & Fleischer, 2008) y CD40, que
tiene un rol esencial en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa (Elgueta y

cols, 2009).

Como se observa en la figura 1, a los 12 dias de cultivo, las DC presentan
una alta expresion para el marcador clasico de DC, CD11c, pero son negativas en
su mayoria para CD86, CD40 y CD80, existiendo s6lo un 6% de células positivas
para estos marcadores. Este resultado indica que estas células estan en un estado

inmaduro o no activado. Alrededor de un 50% de las DC expresan moléculas de
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MHC-II, lo cual es esperable puesto que se trata de células presentadoras de
antigeno profesionales. Un 100% de las DC expresan la molécula de MHC-| (dato
no mostrado) . Al evaluar la expresion de PD-L1, se observa que un 67% de las
células expresan este receptor y que existe una co-expresion cercana al 100%
entre las células CD11c+ y las PD-L1+ (dato no mostrado), mientras que sélo en un
33% de las DC expresan el marcador PD-L2. Estos resultados confirma el fuerte

fenotipo tolerogénico de las DC.

28



Figura 1. Las DC utilizadas para generar fagosomas presentan un fenotipo
tolerogénico. Se evalu6 por citometria de flujo la expresién de CD11c. Luego se
evalué los marcadores CD83, CD40, CD86, MCH-Il, PD-L1 y PD-L2 en DC
CD11c+ derivadas de médula. Las células presentan una baja expresion de
moléculas co-estimuladoras (CD40, CD83 y CD86), pero una alta expresion de
receptores relacionados con tolerancia (PD-L1y PD-L2).
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3.1.1. Caracterizacion de perlas de PLGA por citometria de flujo.

Para la generacién de fagosomas alogénicos se utilizaron perlas de PLGA o
acido poli lactico-co-glicdlico que es un material organico usado como soporte para
medicamentos por sus cualidades biodegradables y biocompatibles. Las perlas de
PLGA marcadas con el fluoréforo Alexa 647 permiten visualizar los fagosomas por
citometria de flujo y de esta manera caracterizar las moléculas presentes en los
fagosomas. En una primera instancia, evaluamos el porcentaje de perlas de PLGA
que efectivamente son positivas para Alexa 647 utilizando parametros

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

En la figura 2A, se muestra el tamafio y la granulosidad de las perlas de
PLGA. En las figuras 2B y C se muestra la fluorescencia para Alexa 647, en perlas
marcadas y no marcadas, respectivamente. Casi el 100% de las perlas marcadas
fluorecen en Alexa 647. Este resultado indica que las perlas pueden ser analizadas
por citometria de flujo. Luego, se generaron fagosomas con las perlas marcadas y
se analizd por citometria de flujo el numero de fagosomas presentes en la
preparacion, donde se encontré que mas de un 40% de las particulas de la
preparacion son Alexa-674 positivas y que ellas también son positivas para MHC
clase | y |l (dato no mostrado). Este resultado a sido demostrado en el laboratorio
por inmunoblot (Silva, 2011) y por microscopia confocal (Ruiz, tesis de doctorado).
Por lo que se puede afirmar que los fagosomas son portadores de antigenos del

donante.
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Figura 2. Caracterizacion de perlas de PLGA-Alexa 647 por citometria de flujo.
Las perlas fueron resuspendidas en PBS y analizadas por citometria de flujo. En A,
se muestra el grafico para FSC y SSC de las perlas de PLGA. En By C se observa
la fluorescencia para Alexa 647 de perlas no marcadas y marcadas
respectivamente. Figura representativa de 3 experimentos independientes.
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3.1.3. Las DC incorporan perlas de PLGA sin alterar su estado de maduracion.

En trabajos anteriores del laboratorio, se demostré que las DC generadas
con el sobrenadante de la linea celular J558L presentan alta capacidad fagocitica y
son resistentes a la maduracion con LPS (Ramirez V., 2009). Por lo tanto, se
evalué el porcentaje de fagocitosis y el fenotipo de las DC después de la
incorporacion 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 frio y se analizé por citometria de flujo el porcentaje de perlas de PLGA

fagocitadas. Como control, se evalu¢ la incorporacién de perlas a 4°C.

En la figura 3, se observa que un 71% de las DC CD11c positivas
incorporan perlas de PLGA Alexa 647, lo que no sucede con los controles
realizados a 4°C, donde la fagocitosis no supera el 3%. El analisis del estado de
activacién 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 mantienen su fenotipo inmaduro.

Por otra parte, evaluamos la incorporacion de las perlas de PLGA a través
de microscopia electronica, de manera de determinar el nimero de perlas y la
morfologia de las DC después de la fagocitosis de las perlas. En la figura 4, se
observan las DC antes de la incubacion con las perla (izquierda) y después de la
incorporaciéon de éstas (derecha). El tratamiento para la fijacién y tincién de las
muestras afecta la composicién de las perlas y en su mayoria las desintegra, por lo
que los espacios 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 (mas de 30), y
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que poseen un tamafio entre 1-3 pm. Estos datos demuestran en conjunto, que las
DC generadas a partir de precursores de médula 6sea presentan un fenotipo
inmaduro (Fig. 2) y ademas son capaces de fagocitar las perlas de PLGA (Fig. 3 y
4).
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Figura 3. Las DC incorporan perlas de PLGA y se mantienen en un estado
inmaduro. Se incubaron DC con perlas de PLGA a 4°C y 37°C y se evaluo6 por
citometria de flujo el porcentaje de células que fagocitan y el estado de activacion a
través del marcador CD86. Se observa que las DC incorporan en un alto porcentaje
las perlas de PLGA (rosado) y que mantienen su fenotipo inmaduro. Figura
representativa de 4 experimentos independientes.
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Figura 4. Las DC incorporan un gran namero de perlas de PLGA. /zquierda. DC
diferenciadas de médula 6sea con el sobrenadante de la linea celular J558L vistas
por microscopia electrénica. Derecha. DCs después de la incubacién por 90 min a

37°C con perlas de PLGA.
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3.2. Los fagosomas alogénicos modulan la respuesta inmune humoral y

celular in vivo.

En un trabajo anterior del laboratorio, se demostrd por experimentos in vitro
gue las DC que incorporan fagosomas alogénicos no cambian su patron de
secrecion de citoquinas y tampoco aumentan la expresion de moléculas co-
estimuladoras, si no mas bien se generan DC resistentes a la maduraciéon con LPS
(Ramirez V., 2009). También se ha observado por experimentos in vivo que los
fagosomas alogénicos administrados de manera iv en ratones donantes son
fagocitados por las DCs del bazo manteniendo su fenotipo no activado (Silva, 2011

datos no publicados).

Con estos antecedentes, se decidié evaluar la capacidad de los fagosomas
de regular la respuesta inmune in vivo, para lo cual ratones C57/BL6 de haplotipo
H-2° fueron inmunizados ip con esplenocitos alogénicos de un ratéon BALB/c
haplotipo H-2° de manera de generar una respuesta inmune alogénica. Previo a la
primera inmunizacion los ratones fueron inyectados i.v con una dosis de 150 ug de
fagosomas alogénicos. Las inmunizaciones se realizaron luego de 7 y 14 dias
después de la primera inyeccion de los fagosomas. Siete dias después de la
segunda inmunizacion se tomé una alicuota de sangre de los ratones para evaluar
por citometria de flujo la presencia de aloanticuerpos circulantes presentes y se
sacrificaron los animales para determinar mediante ELISPOT el porcentaje de
linfocitos alogénicos productores de IFN-y. La técnica de ELISPOT es una forma
cuantitativa de medir el nimero de células alorreactivas (Czerkinsky y cols, 1983),
pues cuantifica el nimero de células activadas que producen una determinada

citoguina con una alta sensibilidad.
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En la figura 5A, se consideraron soélo los linfocitos CD3 positivos y se
graficé el valor de IMF gque representa la cantidad de aloanticuerpos presentes en el
suero de los ratones inmunizados. Observamos que el tratamiento con una Unica
dosis de fagosomas (150 jg) disminuye significativamente la cantidad de
aloanticuerpos producidos por las 2 inmunizaciones con esplenocitos de un
haplotipo diferente. En la figura 5B observamos que este tratamiento disminuye el
numero 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 decidid estudiar si la dosis de fagosomas inyectados en los
ratones receptores influye en la regulacién de la respuesta alogénica, y para ello se
inyectaron 300 pg de fagosomas por ratén. Se analizé la respuesta inmune
humoral, mediante citometria de flujo y la respuesta inmune celular por ELISPOT.
Observamaos que la aplicacion de 300 pg de fagosomas alogénicos no disminuye el
nuimero de aloanticuerpos alorreactivos (Fig. 5A), pero aumenta el nimero de
células secretoras de IFN-y (Fig. 5B). Por lo tanto, la cantidad de aloantigenos
administrados en forma de fagosomas es crucial para la modulacién de la
respuesta inmune, ya que una doble dosis de fagosoma produce activacion
alogénica que no seria beneficiosa para la modulacion de la respuesta inmune en

los trasplantes alogénicos.
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Figura 5. Los fagosomas alogénicos disminuyen la respuesta inmune
alogénica. A ratones C57/BL6 se les administré 150 6 300 ug fagosomas previo a
dos inmunizaciones con esplenocitos BALB/c. Se tomé muestras de suero 7 dias
después de la segunda inmunizacién y se analizd por citometria de flujo la cantidad
de aloanticuerpos generados y el nimero de células alorreactivas por ELISPOT. La
linea horizontal indica el valor promedio y cada punto equivale a un ratén. Se
evalué 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

antigeno especifica.

Las drogas inmunosupresoras como el tacrolimus y la ciclosporina, que
activan la transcripcién de la IL-2 (Liu y cols, 1991) tienen efectos secundarios
adversos como la hipertension arterial, la nefrotoxicidad, la hepatotoxicidad e
incrementa la vulnerabilidad a infecciones por hongos y virus oportunistas, pues
disminuyen la respuesta inmune de manera global, no sélo contra los antigenos del

donante.

Con el fin de evaluar si la modulacién de la respuesta inmune a través de los
fagosomas ocurre de manera antigeno dependiente, se inmunizaron los ratones
receptores de haplotipo b con esplenocitos provenientes de una tercera cepa CBA
de haplotipo k, los cuales fueron pretratados con fagosomas de haplotipo d. Se
determiné la cantidad de aloanticuerpos anti haplotipo k por citometria de flujo y la
cantidad de células alorreactivas por ELISPOT. Tal como se observa en la figura 6,
los fagosomas no son capaces de disminuir la produccién de aloanticuerpos
(Fig.6A) ni el nimero de células alorreactivas (Fig. 6B) de una tercera cepa. Este
resultado indica que los fagosomas son capaces de modular la respuesta inmune
dirigida solo en contra los antigenos presentes en los fagosomas, lo que sugiere

que los fagosomas generan tolerancia antigeno especifica.
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Figura 6. Los fagosomas regulan la respuesta inmune de manera antigeno
dependiente. A ratones C57/BL6 se les administré 150 pg fagosomas BALB/c y
luego fueron inmunizados con esplenocitos CBA. Siete dias después de la segunda
inmunizacion se tomaron muestras de suero para analizar la produccion de
aloanticuerpos y se analizd en nimero de células alorreactivas por ELISPOT. La
linea horizontal indica el valor promedio y cada punto equivale a la muestra de un
raton. Se evalud por un t-test no paramétrico. ns no significativo.
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3.4. La administracion de fagosomas disminuye la activacién de los LT CD4 y

CD8 alogénicos.

Una de las primeras respuestas de los LT a la activaciéon por células
presentadoras es la secrecion de citoquinas, y en especial la IL-2 que genera un
aumento de la constante de afinidad del receptor de IL-2 en tres drdenes de
magnitud (de Ky 10° a 10™"). El receptor de IL-2, (IL-2R) esta conformado por 3
subunidades CD25(IL-2Ra), CD122 (IL-2RB), y CD132 (yc). La expresion de CD25
aumenta en los LT despues de la activacion con antigenos (Malek & Castro, 2010).
Este proceso mantiene la expresion del receptor de alta afinidad y conserva la
sefalizacion mientras se mantenga la fuente de IL-2. Por lo tanto, se evalué el
estado de activacion de los LT CD4 y CD8 positivos (a través de la expresion de
CD25) aislados desde ratones receptores tratados con fagosomas alogénicos antes
y después de ser inmunizados. Los esplenocitos de los ratones receptores se
activaron por 24 horas con esplenocitos irradiados provenientes de un ratén
BALB/c. Se midi6 por citometria de flujo la expresion de CD25 en linfocitos T CD4 y

CD8 de haplotipo b (C57/BL6).

Como se observa en la figura 7, la expresion de CD25 en los LT aumenta
después de la activacion con esplenocitos BALB/c irradiados, lo que es esperable.
Sin embargo, la administracion de fagosomas disminuye notablemente la expresion
de CD25 en los LT CD8 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 siguiere que los fagosomas alogénicos regulan el estado de activacion de

los LT del receptor disminuyendo la respuesta inmune alogénica.
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Figura 7. El tratamiento con fagosomas alogénicos inhibe la activacion de los
LT CD4 y CD8 in vivo. A ratones C57/BL6 se les administré6 150 (Fago) 6 300
(2Fago) pg fagosomas y fueron inmunizados 2 veces con esplenocitos BALB/c
irradiados. Los esplenocitos fueron aislados y activados con esplenocitos BALB/c.
Se evalué por citometria de flujo la expresion de CD25 en LT CD4 y CD8. Se
muestra el promedio de 4 ratones por condiciéon + error estandar. Se analizé por t-
test no paramétrico. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns no significativo.
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4. DISCUSION

El trasplante de érganos es un tratamiento utilizado para reemplazar un
organo defectuoso, incluyendo higado, corazén, pulmones y pancreas. En el
trasplante se necesita suprimir el sistema inmune del paciente con potentes drogas
para prevenir el rechazo cronico, pero estas drogas aumentan la posibilidad de
sufrir infecciones y desarrollar un cancer. Por otro lado, la mayoria de los
trasplantes sucumben al rechazo crénico que se desarrolla lentamente con los afios

donde finalmente el 6rgano se pierde.

La aceptacion de un trasplante sin la necesitad del uso drogas
inmunosupresoras de por vida requiere del disefio de estrategias para generar
tolerancia especifica al injerto manteniendo la competencia del sistema inmune

contra las infecciones y el cancer.

En este trabajo, determinamos que la administracion in vivo de antigenos
del donante en forma de fagosomas disminuye la respuesta inmune alogénica de
manera antigeno especifica en un modelo murino. Esto sugiere, que los ratones
receptores tratados con fagosomas tienen un estado de tolerancia que les permite

aceptar érganos alogénicos.

En otros trabajos, se ha intentado generar un estado de tolerancia en
ratones experimentales con otros protocolos de administracién de aloantigenos,
como el tratamiento con células apoptéticas y con exosomas derivados de DC
(Morelli & Thompson, 2007). Las células apoptéticas poseen en su superficie

ligandos que son reconocidos por los receptores de las DC que internalizan a las
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células apoptoticas y las convierten en células resistentes a la maduracion y las
mantiene en un estado tolerogénico. (Larreguina & Morelli, 2006). En otro trabajo,
se ha observado que esplenocitos del donante irradiados con UVB, generan células
apoptéticas que al ser inyectadas de manera intravenosa en conjunto con
anticuerpos que bloguean la interaccién entre CD40 y CD154 en ratones
receptores, genera un aumento en la sobrevida de un trasplante cardiaco
alogénico, pues las células apoptéticas son capturadas y procesadas por las DC del
bazo (Morelli y cols, 2003). Por otro lado, los exosomas son vesiculas secretadas
por las DC que transportan moléculas de MHC lllas cuales pueden ser purificados e
inyectados en ratones. Estos exosomas son capturados rapidamente por las DC del
donante si afectar en su maduracién. La administracién sistémica de exosomas en
combinacion con drogas inmunosupresoras induce la supervivencia de aloinjertos

(Peche, 2006).

Tanto el tratamiento con células apoptéticas como con exosomas han
demostrado cierta efectividad para la generacion de tolerancia antigeno especifica,
pero la generacién de células apoptéticas es complejo pues la apoptosis es un
proceso biologico altamente dinamico vy dificil de controlar temporalmente, ya que
rapidamente puede generar células necréticas que provocan un efecto confrario.
Los exosomas, por otra parte, tienen la dificultad de ser dificiles de generar y
purificar in vitro. La utilizacién de fagosomas tiene varias ventajas, pues para su
produccién se requiere de un material biodegradable como el PLGA que permite
que los fagosomas sean almacenados y utilizados en el momento que se necesiten.
Por otro lado, estas particulas de PLGA pueden ser marcados con fluoréforos como
Alexa 647, lo cual pemmitiria marcar y seleccionar a los fagosomas por tamaiio o por
cantidad de antigenos que transportan a través de cell sorter. Recientemente se

esta evaluando en nuestro laboratorio esta estrategia para generar una preparacion
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de fagosomas reproducible, libre de debris celular. En este trabajo los fagosomas
fueron generados a partir de DC con un fenotipo inmaduro (Fig. 2), lo que genera
fagosomas transportadores de membrana que contienen antigenos alogénicos y

otras moléculas que les confiere la capacidad de inducir tolerancia.

En trabajos anteriores del laboratorio se observé que los fagosomas
alogénicos son activamente incorporados a las DC transformandolas en DC
resistentes a la maduracién después de la estimulacion con LPS (Ureta y cols,
2007; Ramirez, 2009). Por esta razén, se administré de manera intravenosa DC del
receptor cargadas con fagosomas del donante en un modelo de inmunizacién
alogénica in vivo, pero con este tratamiento no se observdé una disminuciéon o un
aumento en la produccién de aloanticuerpos, por lo que esta estrategia de
regulacion de la respuesta inmune fue descartada (datos no mostrados). Por lo
tanto, la utilizacién de fagosomas inyectados directamente fue propuesto como un
método para la generacién de tolerancia periférica. La administracion de una unica
dosis de fagosomas disminuyd significativamente en el titulo de aloanticuerpos (Fig.
5A) y el nimero de células alorreactivas (Fig.5B), sin alterar la respuesta inmune
contra otros antigenos (Fig. 6), lo que sugiere que los fagosomas generan en el
ratén un estado de tolerancia operacional, donde se suprime la respuesta inmune
contra los antigenos del donante, pero se mantiene la respuesta inmune contra

otros antigenos.

También observamos que a mayores concentraciones de fagosomas
aumentan la respuesta inmune alogénica (Fig. 5A/B), mieniras que a bajas
concentraciones disminuyen la respuesta inmune celular y humoral. Ademas se ha
visto que los fagosomas llegan 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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antigenos son procesados y presentados a linfocitos T alorreactivos. Consideramos
que en un contexto no inflamatorio y con bajas dosis de fagosomas, las células
dendriticas cargadas con fagosomas seria capaces de generar a partir de LT CD4+
CD25-, LT reg antigeno especificos capaces de suprimir la respuesta inmune
alogénica contra las células de un injerto alogénico, pero esto no ha sido
demostrado pues no fue posible generar linfocitos T reg con DC cargadas con
fagosomas alogénicos en cultivos (datos no mostrados). Por otra parte, tampoco
hemos evaluado si los propios fagosomas funcionan directamente como vesiculas
que presenten aloantigenos y que regulen la respuesta inmune alogénica al

interactuar directamente con LT.

En la figura 7, se observa que la administracion de fagosomas in vivo
disminuye la activacion tanto de LT CD4 y LT CD8, pues disminuye la expresion de
CD25 en ambas poblaciones celulares, lo que sugiere un efecto anérgico de los
fagosomas en los LT, pues se sabe que en la anergia existe una disminucién de la
secrecion de IL-2 en LT, los que lleva a una desregulacion del receptor (Lechler y
cols, 2001), pero la aseveracion de que los fagosomas provocan anergia en los LT

debe ser estudiada con mas detalle.

El mecanismo por el cual los fagosomas regulan el alorreconocimiento y la
respuesta inmune alogénica no pudo ser dilucidado en este trabajo, pero sabemos
qgue los fagosomas generados a partir de DC son vesiculas que presentan
antigenos y entregan alocantigenos a las DC de manera no inflamatoria, estos
antigenos podrian ser entregados a las células dendriticas a través del traspaso de

membranas como en el alorreconocimiento semidirecto.

Seria interesante evaluar la posibilidad que la administracion de fagosomas
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permita la anidacién de un trasplante de médula 6sea sin la utilizacion de medios
ablativos como la irradiacién corporal total o parcial, pues si se reduce la necesitad
de irradiacion, el trasplante de médula 6sea podria ser implementado como un
proceso clave para induccion de tolerancia central para trasplantes alogénicos
mientras que los fagosomas producirian tolerancia periférica, lo que aumentaria las
posibilidades de evitar el rechazo y disminuir la dosis o definitivamente eliminar el

uso de drogas inmunosupresoras.

Finalmente, se puede concluir que la incorporaciéon de antigenos alogénipos
en forma de fagosomas producidos con perlas de PLGA generaria un estado de
tolerancia periférica in vivo que podria ser utilizado como un pre-tratamiento para el
trasplante de 6rganos sélidos y/o de células hematopoyéticas. Esto representa una

nueva estrategia no farmacolodgica para regular la respuesta inmune alogénica.
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5. CONCLUSION

Las células dendriticas inmaduras diferenciadas a partir de precursores
hematopoyéticos del donante incorporan microparticulas de PLGA sin
alterar su estado de activacion.

Los fagosomas son capaces de disminuir la respuesta inmune alogénica
tanto humoral como celular in vivo.

El efecto inmunorregulador de los fagosomas alogénicos depende de la
dosis inyectada.

Los fagosomas actian disminuyendo la respuesta inmune de manera
antigeno especifica, sin alterar la respuesta inmune contra antigenos de otra
cepa.

Los fagosomas podrian ser utilizados como un pretratamiento a un
trasplante de médula ésea o de érganos sélidos para modular la respuesta
inmune.
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