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RESUNEN

Las células dendriticas son células presentadoras de antigenos profesionales
capaces de iniciar o modular la respuesta inmune. Cuando las células dendriticas se
encuentran en un estado inmaduro, caracterizado por una baja expresion de moléculas
coestimuladoras y moléculas MHC-II, pueden regular la respuesta inmune produciendo
tolerancia. Esto significa que las células dendriticas pueden diferenciar a linfocitos T
virgenes en linfocitos T reguladores, los cuales bloquean la activacion y las funciones

de los linfocitos T efectores, controlando de esta manera la respuesta inmune.

En el caso de trasplantes, el elevado nimero de linfocitos T alorreactivos
existentes en el receptor conlleva una fuerte respuesta inmune provocando el rechazo
de alotrasplantes. Sin embargo, el uso de drogas inmunosupresoras ha permitido
superar esta barrera, actuando de manera no especifica manteniendo a los pacientes

transplantados en un estado de inmunodeficiencia generalizado.

El objetivo de este trabajo en generar células dendriticas inmaduras
capaces de incorporar aloantigenos permaneciendo en un estado inmaduro, siendo

potenciales reguladoras de ia respuesta inmune en un modelo de alotrasplantes.

Para ello, se generaron células dendriticas en presencia de vitamina D; las
cuales fueron cargadas con antigenos alogénicos en forma de fagosomas.
Demostramos que tanto el fenotipo, como el patrén de secrecion de citoquinas de las

células dendriticas permanecian sin cambios después de la incorporacion de

fagosomas y ademas se transformaban en células resistentes a la maduracién. Estos




resultados demuestran que las células dendriticas inmaduras podrian ser utilizadas

para inducir tolerancia hacia aloantigenos en trasplantes.




ABSTRACT

Dendritic cells are professional antigen presenting cells capable of initiate or
modulate the immune response. When dendritic cells are in an immature state,
characterized by low expression of MHC-Il and costimulatory molecules, they may
regulate the immune response by inducing tolerance. This means that naive T
lymphocytes can differentiate into regulatory T cells, which block the activation and

function of effector T lymphocytes

In allotransplants, the alloreactive T lymphocytes in the recipient develop a
strong immune response leading to rejection of the allograft. However, the use of
immunosuppressive drugs has helped overcome this problem acting in a no specific
way to keep transplanted patients in a generalized immunodeficiency state. Recently it
has been described that regulatory T are able to suppress an allogeneic immune

response in an antigen specific manner.

The aim of this work was to generate immature dendritics cells capable of

incorporate alloantigens remaining in an immature state.

For this purpose, we differentiated dendritics cells in the presence of vitamin D3
which were loaded with allogeneic antigens in the form of phagosomes. We
demonstrate that the phenotype and the pattern of cytokine secretion of dendritics cells
remained unchanged after the incorporation of phagosomes. These resulis

demonstrate that immature dendritics cells could be used to induce tolerance to allo-

antigens in transplantation.




1. INTRODUCCION

Las células dendriticas (DCs) son células presentadoras de antigenos
profesionales que poseen la capacidad de iniciar y modular la respuesta inmune. Las
DCs estan localizadas en la mayoria de los tejidos, en donde capturan antigenos
microbianos provenientes del medio externo, los fagocitan y los procesan generando
una gran cantidad de péptidos que son cargados en las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad clase | (MHC-I) y clase Il (MHC-I) y presentados en la
superficie celular. Posteriormente, las DCs aumentan la expresion de moléculas co-
estimuladoras como CD80 y CD86, y migran hacia los érganos linfaticos donde
presentan los antigenos a linfocitos T (LT) virgenes para iniciar la respuesta inmune
(Branchereau & Steinman, 1998). El estado de maduracion de la DC determina el tipo
de respuesta inmune asociada (Viad y col, 2005). De esta forma, si las DCs capturan y
presentan antigenos en un contexto no inflamatorio mantendran un fenotipo inmaduro,
caracterizado por una alta capacidad fagocitica, una baja expresion de MHC-ll y de
moléculas coestimuladoras. Se ha descrito ademas que las DCs inmaduras poseen la
capacidad de generar linfocitos T reguladores (LT reg), los cuales favorecen una
respuesta {olerogénica a fravés de la supresion de la respuesta efectora de los
linfocitos T (Roncarolo y col, 2001). Los LT reg son generados en el timo (Proietto y
col, 2008), y en la periferia (Coombes y col, 2007) gracias a la accién de DCs con
fenotipo tolerogénico. La induccién eficiente de tolerancia especifica puede ser lograda
por las DCs, mediante la presentacién de antigenos controlando el estado de

maduracion de estas células. (Steinman, 2007).




Como ya se menciond, las DCs inmaduras tienen la propiedad de fagocitar
eficientemente particulas o moléculas externas. Estas son internalizadas e ingresadas
por la via endocitica a un compartimiento llamado fagosoma, el cual se fusiona con el
lisosoma formando el fagolisosoma. En este compartimiento, los antigenos
extracelulares son degradados por diferentes proteasas, principalmente por [as
catepsinas S y L (Villadangos y col, 1989; Lennon-Dumeénil y col, 2002). Paralelamente,
las moléculas MHC-II recién sintetizadas en el reticulo endoplasmico son transportadas
al fagolisosoma en donde se forma el complejo péptido/MHC-II que es transportado a
la superficie celular y presentado a linfocitos T colaboradores o CD4" (LT CD4+)
(Bénaroch y col, 1995). En nuestro laboratorio desarrollamos un protocolo de obtencion
de fagosomas a partir de DCs capaces de fagocitar particulas de latex. Los fagosomas
aislados de las DCs contienen entre ofras, moléculas MHC-I y MHC-II, las cuales
pueden ser usadas como vehiculos que trasportan péptidos antigénicos. Se demostro
que la fagocitosis de las particulas de latex no madura a las DCs (Ureta, 2007). El
PLGA (poly lactic-co-glicolic acid), es otro material que puede ser utilizado para la
generacion y aislamiento de fagosomas, pues es biodegradable, biocompatible y en el
cuerpo humano se hidroliza en acido lactico y acido glicélico, de manera inocua. {Gad,
2008). Ha sido utilizado en ratones y humanos in vivo y fue aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA). El PLGA fue probado en tratamientos terapéuticos, como
sistema de entrega de farmacos (Dawes, 2009), por ejemplo en el tratamiento contra la
diabetes tipo 1, en donde se encapsula la insulina en micro perlas de PLGA para

permitir la liberacién continua de la hormona (Kim, 2009).

En la actualidad, las investigaciones apuntan a encontrar péptidos o

compuestos quimicos con fines terapéuticos que permitan mantener el fenotipo



inmaduro en las DCs (Rutella y col, 2004) y que ademas produzcan una respuesta
inmune tolerogénica antigeno especifica. Esto es muy relevante para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes y para eliminar el rechazo de trasplantes alogénicos.

(Scholz y col, 2008; Fisher y col, 2009).

Uno de los compuestos utilizados como modulador de la respuesta inmune es
la 1,25-dihidroxivitamina D; conocida como vitamina D, (VD3), que corresponde a la
forma fisiolégica mas abundante de la Vitamina D (Xing y col, 2002). Esta molécula
lipofilica esteroidal, es sintetizada en la piel desde el 7-dehidrocolesterol en un proceso
dependiente de la luz solar, mas especificamente de la radiacién ultravioleta B (270-
300nm de longitud de onda). De manera alternativa puede ser adquirida desde la dieta
o por suplementos vitaminicos (Holick y col, 2007). La VD3 es convertida en el higado
a 25-dihidroxivitamina D3 y luego es metabolizada en el rifidn a 1,25-dihidroxivitamina
D;. Ademas de ser procesada en el higado y el rifién, la VD3, puede ser metabolizada
por las células del sistema inmune, incluyendo macréfagos, DCs, linfocitos B (LB) y LT,
ya que estas células poseen las enzimas CYP27A1 y/o CYP27B1 capaces de hidrolizar
la 25-dihidroxivitamina D; a 1,25-dihidroxivitamina D; (Holick y col, 2007). En las
células del sistema inmune la VD3 gjerce su accion de manera autocrina o paracrina
uniéndose a su receptor nuclear VDR (Norman, 2004), formando un heterodimero con
el receptor de retinoides (RXR). Finalmente, el complejo se une a los elementos de
respuesta a vitamina D, (VDRES) presentes en el genoma promoviendo la expresion
de los genes blanco de la VD3. (Mora y col, 2008). Se ha descrito que en macréfagos

la VD3 reduce la actividad del factor de transcripcion NF«B, principal regulador de la

transcripcién de genes relacionados con inmunidad y repuestas inflamatorias (Cohen-




Lahav y col, 2006). En humanos, se ha demostrado que la VD3 reduce la secrecion de

MCP-1 en células del anillo fibroso lumbar (Gruber y col, 2008).

La VD3 bloquea la maduracion de las DCs in vifro produciendo la reduccion de
la expresion de moléculas coestimuladoras y de MHC-I, inhibiendo la secrecién de IL-
12 y aumentando la produccion de IL-10 (van Etten y Mathieu, 2005). Mas atin, en DCs
la VD3 es capaz de aumentar la secrecion de CCL22, el cual es un quimioatractante de
LT a la piel (Penna y col, 2007). Por ofra parte, se ha demostrado en un modelo murino
que la administracion de una dosis Unica de la VD3 puede aumentar la capacidad
supresora de LT reg aislados desde los ganglios linfaticos drenantes (Gorman y col,
2007). Estas observaciones indican que la VD3 induce un microambiente regulador

tanto in vitro como in vivo.

Uno de los méyores retos de la medicina del trasplante de érganos es lograr el
control de la fuerte respuesta inmune que se produce contra los antigenos del donante
responsables del rechazo de injertos. El rechazo de trasplantes alogénicos involucra la
participacion de muchas poblaciones celulares, en especial de LT CD4+, de LT CD8+
(LTC) alorreactivos y de anticuerpos alorreactivos secretados por los LB. Dentro de las
primeras 48 horas despué§ del trasplante, las DCs que residen en el injerto
trasplantado migran a los ganglios linfaticos del receptor, donde estimulan a los LT
CD4+ y LT CDB+ alorreactivos a producir citoguinas como [L-2 e IFN-y provocando que
tanto [a poblacién LT CD4+ como la poblacion LT CD8+ proliferen y se diferencien
(Daliman MJ. ,1992). Los LT CD8+ activados causan la destruccion del injerio por lisis

directa a través de la granzima B y las perforinas (Lowry, 1996). Las citoquinas

producidas promueven la activacién y el reclutamiento de macréfagos y eosindfilos, los




cuales secretan enzimas proteoliticas, éxido nitrico y especies reactivas de oxigeno
destruyendo al injerto. Finalmente los LT CD4+ activados proveen la ayuda necesaria a

los LB para producir aloanticuerpos.

Existen 2 tipos de reconocimiento de aloantigenos, el reconocimiento directo y
el indirecto, los cuales son responsables del rechazo agudo y cronico respectivamente.
(Murphy y col, 1996). El reconocimiento directo se debe principalmente a los LT CD4+
y LT CD8+ aloreactivos del receptor, que representan alrededor de 10% de los LTs
totales. Estos linfocitos aloreactivos al interaccionar directamente con las moleculas
MHC-II de las células presentadoras de antigenos (APC) del donante residentes en el
injerto se activan. Por ofro lado, el reconocimiento indirecto se debe a la presentacion
de péptidos derivados del procesamiento de las moléculas de MHC-II del donante que

son reconocidos por LT como antigenos proteicos convencionales. (Lechler, 2005).

Aunque existen muchas drogas inmunosupresoras que inhiben el rechazo
agudo, permitiendo la aceptacion del injerto por algin tiempo definido, una proporcién
importante de pacientes sufren [a pérdida del trasplante por el rechazo cronico
(Lechler, 2005). Ademas, las drogas inmunosupersoras aumentan Ja probabilidad de
sufrir infecciones por enfermedades oportunistas y causan efectos secundarios no
relacionados con la inmunosupresion como la hipertensién y las enfermedades
cardiovasculares (Libby y Pober, 2001). En los ultimos afios, han aumentado
considerablemente las investigaciones centradas en el desarrollo de nuevos métodos
para promover la tolerancia especifica a érganos trasplantados. Asi, la produccién de

DCs inmaduras con propiedades tolerogénicas, capaces de modular en forma antigeno



especifica la fuerte respuesta inmune que se produce en alotrasplantes podria ser una

estrategia exitosa para disminuir el rechazo a trasplantes. (Morelli y col, 2007)

El objetivo de este seminario de titulo fue caracterizar en un modelo murino el
fenotipo de DCs generadas en presencia de VD3 después de la incorporacion de
.fagosomas alogénicos de PLGA. El objetivo a largo plazo es producir tolerancia
especifica hacia el donante, a través de la capacidad de las DCs de capturar y
procesar antigenos presentes en la membrana de los fagosomas presentados en un
contexto no inflamatorio. Para esto evaluamos el marcador de activacién CD86, MHC-II
y el patron de citoquinas, tanto inhibitorias del sistema inmune como lo es [a IL-10,

como las citoquinas pro inflamatorias I1L-12, IL-6, TNF-a y MCP-1.




HIPOTESIS

Celulas dendriticas derivadas de precursores de médula osea, generadas en
presencia de VD3, incorporan fagosomas alogénicos sin alterar su estado de

maduracién.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de la incorporacién de fagosomas en la maduracion de las

células dendriticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Generar células dendriticas inmaduras de un ratén C57BL/6 a partir de
precursores de médula ésea mediante la diferenciacion con GM-CSF
recombinante en presencia de vitamina D,.

» Determinar la expresién del marcador de maduracion de DCs, CD86, MHC-II y
estudiar el patrén de secrecidon de las citoquinas IL-6, IL-10, IL-12, MCP-1 y
TNF-a.

» Obtener fagosomas alogénicos utilizando perlas de PLGA.

¢ Analizar [a incorporacion de fagosomas alogénicos en DCs inmaduras.

* Analizar el estado de maduracion y el patrén de secrecién de citoquinas en

células dendriticas inmaduras cargadas con fagosomas alogénicos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ratones

Se utilizaron ratones C57BL/6 y BALB/c que poseen un fondo genético H-2° y

H-2% respectivamente. Los ratones utilizados tenian de 2 a 3 meses de edad.

2.2 Anticuerpos y Reactivos.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales comerciales de BD

PharMingen:

Conjugados con FIiTC: anti-IA® clon 25-9-17, anti- 1A clon AMS-32.1, anti- CD86
clon GL1, anti-CD80 clon 16-10A1. Conjugados con PE: anti-CD11c clon HL3.

Conjugados con APC: anti-CD11¢ clon HL3.

Ademas se usaron los siguientes reactivos: 2-mercaptoetanol (Invitrogen),
gentamicina (Laboratorio Sanderson), tripsina (Gibco BRL) MACS anti-CD11c clon
N418 (Miltenyi Biotec), perlas de PLGA (obtenidas en colaboracién con el Dr.S. Little,
U. Pittsburgh), Vitamina D; (1a,25-Dihidroxivitamina D;) (Sigma) diluida en etanol a una
concentracion de 1,6 pM y almacenada a -20°C. Se usé también GM-CSF

recombinante murino (BD PharMingen).
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2.3 Generacioén de Fagosomas Alogénicos.

Para la generacidn de fagosomas es necesario producir células dendriticas a
partir de precursores de médula ésea, los cuales son cultivados con el sobrenadante
de la linea celular J558L transducida con el gen murino de GM-CSF (Pino, 2005). En

estas condiciones las DCs generadas poseen una alta capacidad fagocitica.

Los precursores de DCs se extrajeron de las tibias y fémures de un ratén
BALB/c, el cual representa las células del donante. 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 pgfmL y se lisaron los glébulos rojos
incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente con una solucion hipoténica de
cloruro de amonio (NH,CI 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 107
células totales por placa en 20 mi de medio completo que contiene: RPMI + 10% FCS
+ 50uM 2-Mercaptoetanol + 50 pg/mL gentamicina + 3% vol/vol del sobrenadante de la
linea celular J558L secretora de GM-CSF murino. Las células se cultjvaron a3irCy
5% de CO,. A los dias 4 y 8 de cultivo se cambid el medio de cultivo, por medio fresco
completo. Para ello, las células se tripsinizaron por 6 min, luego se lavaron con RPMI +
10% FCS y se volvieron a sembrar en placas Petri bacteriolégicas nuevas a la misma

densidad inicial.

Al dia 12 del cultivo se recuperaron las células de las placas, tanto la fraccion

adherente como la no adherente y se verificd el fenotipo de las células dendriticas por
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citometria de flujo con los marcadores de superficie CD11¢, MHC-II y los marcadores

de activacion CD80 y CD86.

Para la generacion de fagosomas, se colocaron 50-10° de DCs en un tubo
Falcon de 50 ml con 250-10° perlas de PLGA. La incubacion 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 agregaron 4 ml de medio RPMI + 10% FCS y se

incubo por 70 minutos mas a 37°C en el bafio termorregulado.

Para detener |a fagocitosis, las células se lavaron 3 veces con 40 ml PBS frio y
se resuspendieron en 1 mL de PBS + 2% FCS. Las células se lisaron mecanicamente
con una jeringa de 21G en un tubo Eppendorf, se centrifugaron a 155 x g por5miny

se recuperd el sobrenadante, el cual se almacené a 4°C, hasta su utilizacion.

2.4 Cuantificacion de Proteina Total de los Fagosomas Alogénicos.

La determinacion de la cantidad de proteina total presente en los fagosomas se
realizé a través del método del método del acido bicinconinico (Sigma). Este método se
basa en la capacidad de las proteinas de reducir Cu*? a Cu**, en condiciones alcalinas.
El &cido bicinconinico al unirse a Cu*' provoca un cambio de color que se mide a una

longitud de onda de 562nm.
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2.5 Marcaje de Fagosomas con PKH26.

Para evaluar por citometria de flujo la incorporacién de los fagosomas por las
células dendriticas, los fagosomase se marcaron especificamente con la tincion roja
fluorescente PKH26 (Sigma). El protocolo usado fue adaptado del sugerido por los
fabricantes para tefiir células. El PKH26 se utilizdé a una concentracion de 6:10° M. Los
fagosomas se centrifugaron a 4°C por 10 min a 15.450 % g, para luego resuspender el
precipitado rapidamente en la solucidn de PKH26 mas el diluyente provisto en el kit y
se incubaron por 5 minutos con agitacidon suave a temperatura ambiente. Para detener
la reaccidn se agregé una cantidad equivalente en volumen de una solucidén de BSA al
1% y se incubd por 1 minuto a temperatura ambiente. Finalmente los fagosomas se
lavaron 3 veces con 1 mL PBS + 2% FCS, centrifugando cada vez a 15.450 x g por 10
min a 4°C, Los fagosomas marcados se almacenaron a 4°C, evitando la exposicion a la
luz. Después del marcaje se cuantificé la cantidad de proteina total que contenia [a
solucién de fagosomas con el método de cuantificacién mencionado en la seccién

anterior.

2.6 Generacion de Células Dendriticas de precursores de médula dsea.

Las células dendriticas que incorporaran fagosomas alogénicos se generaron a
partir de ratones C57BL/6. Para esto se exirajeron tibias y fémures y se lavaron con
etanol 70% por 1 min. Los huesos se perfundieron con medio RPMI suplementado con
L-glutamina 2mM, penicilina 100U/ml y estreptomicina 100 pg/mL. Se lisaron los
glébulos rojos con una solucion hipoténica de cloruro de amonio (NH,Cl 0.15 M,

KHCO; 10 mM y Na,EDTA 0.1 mM, pH 7.2-7.4), y luego se lavaron con medio RPMI.
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Las células se resuspendieron a una concentracién de 1-10° celiml en medio RPMI +
10% FCS + 10 ng/ml rGM-CSF, se distribuyeron en placas de 24 pozos (1 ml/pozo) y
se incubaron por 6 dias a 37°C y 5% de CO,. Al dia 2 y 4 de cultivo, se cambid el
medio de cultivo por medio fresco suplementado con VD3 a una concentracion final de

1nM o de etanol puro que corresponde al solvente en el que se diluyé [a VD3,

2.7. Purificacion de Células Dendriticas.

Para enriquecer las células dendriticas, al dia 6 de cultivo se recolectaron y
centrifugaron a 400 x g por 5 min. Luego las células se resuspendieron en 300ul de
tampén MACS (PBS + 2mM EDTA + 5% FBS). Las células se incubaron por 20
minutos a 4°C con agitacion rotatoria con 30ul de anticuerpo monoclonal anti-CD11¢
de ratén acoplado a microesferas magneticas MACS (clon N418, Miltenyi Biotec,
Bergish Gladbach). Las células se lavaron y se resuspendieron en 1ml de tampén
MACS y luego fueron sometidas a seleccién positiva con un iman {(VarioMACS) y con
la columna magnética (Columnas LS; Miltenyi Biotec) segin las instrucciones del
fabricante. Finalmente se recolectd la fraccion positiva para CD11c¢, que contiene
células dendriticas con una pureza de alrededor del 90% determinada mediante

citometria de flujo (BD, FACS Canto Il).

2.8 Incorporacién de Fagosomas Alogénicos por Células Dendriticas generadas

en presencia de Vitamina D,.

Una vez purificadas las células dendriticas, se resuspendieron en RPMI + 10%

FCS a una concentracion de 1-10° células/ml y se les agregd 40 pg de proteina total de
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fagosomas marcados con PKH26. Las celulas se cultivaron por 4h a 37°C y 5% de CO,
y se verificd la incorporacion de fagosomas por citometria de flujo. Como control
negativo se determind la incorporacién de fagosomas a 4°C.

También se analizd la fagocitosis en funcion del tiempo y con distintas
concentraciones de fagosomas marcados. En el primer caso, se detuvo la fagocitosis
después de 1, 2, 4 6 6 horas. En el segundo caso de agregaron 10 pg, 20 pug, 40 ug ¢

60 g de proteina total de fagosomas marcados.

2.9 Activacion de Células Dendriticas generadas en presencia de Vitamina D; que

incorporaron Fagosomas.

Las células dendriticas que incorporaron o no fagosomas se centrifugaron a 400
X g a 4°C por 5 minutos y se resuspendieron a una densidad de 4 x10° cé&lulas/ml en
RPMI +10% FBS. Se sembraron 100 pt de la suspension celular en pozos de una placa
de fondo redondo de 96 pocillos y fueron activadas durante toda la noche a 37°C y 5%
CO, con LPS purificado de Salmonella typhosa a una concentracion final de 100 ng/ml.
Luego de este tiempo se recuperaron las células, se centrifugaron a 400 x g por 5
minutos y se recolectaron los sobrenadantes para analizar la secrecion de las
citoquinas IL-10, IL-12p70, IL-6, TNF-a y MCP-1 mediante el método CBA, mientras
que las células fueron evaluadas en cuanio a su estado de madurez mediante

citometria de flujo.
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2.10 Medicion de Citoquinas por CBA.

Los sobrenadantes obtenidos después de la activacion de las DCs con LPS
fueron analizados para medir la concentracién de las citoquinas IL-10, IL-12p70, IL-6,
TNF-a y MCP-1 a través de la técnica CBA (Cytometric Bead Array) usando el Mouse
Inflamation Kit (BD ™). Se utilizaron 11yl de sobrenadante a los cuales se les agregé
2l de cada de tipo perla especifica para detectar sélo un tipo de citoquina mas 11ul de
PE Detecction Reagent. Esta mezcla se incubo por 2 horas a temperatura ambiente en
oscuridad. Posteriormente se lavaron las muestras con [a solucién de lavado provista
en el kit centrifugandolas a 250 x g por 5 minutos, luego se resuspendieron en 300ul
de la solucidon de lavado y se midié la concentracion de citoquinas por citometria de

flujo. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa BD CBA Software (BD

TM).

2.11 Analisis Estadistico.

Los graficos de barras son presentados como la media + el error estandar. Para

el andlisis estadistico y el disefio de los graficos se usé el programa GraphPad PRISM

(GraphPad Software Inc.), utilizando el test de ANOVA de una cola con test de

comparaciéon mtltiple de Bonferroni.
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3. RESULTADOS

31 Células dendriticas de médula 6sea generadas en presencia de Vitamina

D; presentan un fenotipo inmaduro.

Resultados anteriores de nuestro laboratorio demostraron que las células
dendriticas generadas en presencia del sobrenadante de la linea celular J55S8L en
conjunto con VD3, presentan un fenotipo inmaduro, caracterizado por una baija
expresion de moléculas coestimuladoras y de MHC-II (Ureta, 2007). En [a figura 1 se
muestra que células dendriticas de médula dsea generadas en presencia de 10 ng/ml
de GM-CSF recombinante y de VD3 1nM (BMDCyp;), presentan un fenctipo inmaduro
similar al reportado anteriormente, con una menor expresidbn de la molécula
coestimuladora CD86 y de MHC-Il, comparadas con las células dendriticas que son
tratadas sélo con el solvente de la VD3 (BMDCgyoy). Cabe destacar que [as células
dendriticas generadas con VD3 tienen un fenotipo inmaduro resistente a la activacion
por LPS, que se observa al comparar la expresion de CD86 en células BMDCyps ¥y

BMDCypi/LPS, donde la expresiéon aumenta solamente de un 4% a un 7% solamente.
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Figura 1. La vitamina D; genera un fenotipo inmaduro en BMDCs. Células

dendriticas obtenidas a partir de precursores de médula ésea diferenciadas en

presencia de rGM-CSF, tratadas con vitamina D; (BMDC,p3) 0 sélo con el solvente

(BMDCegron) se purificaron y activaron con LPS a 100 ng/ml durante toda la noche. La

expresion de CD11c, MHC-Il y CD86 se analizd mediante citometria de flujo.

Resultados representativos de 3 experimentos independientes.
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3.2. Las células dendriticas generadas con vitamina D;, aumentan la secrecion de
IL-10.

Se ha demostrado que la VD3 es capaz de inducir un patrén de secrecion
inhibitorio en células dendriticas mieloides, lo que se traduce en un aumento en la
secrecion de IL-10 y una disminucion de la secrecion de [a IL-12 (Penna, 2007). Con el
fin de confirmar estos resultados se analizaron estas dos citoquinas en los
sobrenadantes de las células dendriticas generadas en presencia de VD3 1nM
activadas durante foda la noche con LPS 100ng/ml. Se evaluaron ademas las
citoquinas pro inflamatorias: IL-6, IL-10, TNF-a y MCP-1, para saber si existe alguna
diferencia en cuanto a su concentracién en presencia de VD3. El conjunto de estos
resultados son presentados en la figura 2, los cuales corresponden al promedio de 3
experimentos independientes. En esta figura se muestra claramente que la secrecién
de IL-10 es significativamente mayor en BMDCyp;, activadas con LPS comparada a

todas las otras condiciones, confirmando los datos de la literatura.

Por otra parte, ninguna de las citoquinas pro inflamatorias evaluadas muestran

cambios en presencia de VD3, incluyendo la IL-12, de la cual existian evidencias que la

VD3 disminuye su concentracion.
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Figura 2. La Vitamina D; induce la secrecion de IL-10 en BMDC. Células
dendriticas generadas de médula 6sea de un ratén C57BL/6 en presencia de 1nM de
VD3 (BMDCyps) o del solvente, BMDCegron, fueron activadas con 100ng/ml de LPS
durante toda la noche a 37°C. En el sobrenadante se cuantificé por citometria de flujo
la concentracion de IL-12p70, IL-10, IL-6, MCP-1 y TNF-a. Sélo la concentraciéon de IL-
10 es significativamente mayor en presencia de VD3 La secrecion de otras citoquinas
es independiente de VD3. (ns, no significativo, * P<0,05, **P<0,01,***P<0,001). Se
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muestra el promedio * error estandar de 3 experimentos independientes.
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3.3. \Vitamina D; favorece la incorporacion de fagosomas en células
dendriticas.

Las células dendriticas inmaduras se caracterizan por tener una alta capacidad
fagocitica y baja respuesta inmunogénica. Una vez que la célula dgndritica fagocita un
antigeno, ésta comienza un proceso de maduracidn cambiando morfolégicamente,
disminuyendo su capacidad fagocitica y aumentando la funcion activadora de la
respuesta inmune, si es que el proceso ocurre en un microambiente pro inflamatorio.

{Vlad y col, 2005).

Para determinar si las BMDCyp; incorporan fagosomas alogénicos, se marcaron
los fagosomas con el fluordforo rojo PKH26 que se une a las cadenas hidréfobicas de
los fosfolipidos de las membranas celulares. Las BMDC generadas en presencia o
ausencia de VD3 se incubaron por 4 horas a 37°C con 40ug de proteina total de
fagosomas marcados con PKH26. Como control negativo de la fagocitosis se cuantificd
la incorporacion de fagosomas a 4°C. Posteriormente se determiné por citometria de
flujo en las células CD11c positivas el porcentaje de células queieran positivas para

PKH26.

En la figura 3, se compara el marcaje de PKH26 de las DCs control,
(BMDCeron) con las células dendriticas tratadas con VD3 (BMDCyps). Un 30% de las
BMDCEgron incorporan los fagosomas alogénicos y esto aumenta hasta un 43% en las

BMDCyps. No se observa una incorporacion importante de fagosomas a 4°C.
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Puesto que las células dendriticas generadas en presencia de VD3 1nM
incorporan en un mayor porcentaje [os fagosomas alogénicos marcados, esto sugiere

b
que efectivamente estas células se encuentran en un estade mas inmaduro.
)
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Figura 3. Incorporacion de fagosomas por BMDC,p;. Células dendriticas generadas
de médula 6sea de un ratén C57BL/6 tratadas o no con VD3 1nM se cultivaron por 4h
a 37°C 6 4°C con 40ug de fagosomas marcados con PKH26. El analisis de citometria
de flujo mostrado se realiz6 en una ventana de analisis para las células CD11c
positivas. Las BMDC,p; tienen mayor capacidad fagocitica que las BMDCgron.

Resultado representativo de 3 experimentos independientes.
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3.4. La incorporacion de fagosomas en las BMDCyp; depende del tiempo y de

la cantidad de fagosomas.

Uno de los objetivos importantes en este trabajo es obtener la incorporacién
optima de fagosomas, por lo tanto se estudid la cinética de incorporacién y la
dependiencia de la concentracién de fagosomas. El estudio se realizé con BMDCyps, 0

control, BMDCgron obtenidas de ratones C57BL/6.

En primer lugar se incubaron 40ug de fagosomas marcados con PKH26 con las
DCs y se detuvo la fagocitosis después de 1h, 2h, 4h 6 6h. Se analizd por citometria de
flujo el marcaje PKH26 en las células CD11c positivas. Como control de estos

experimentos la fagocitosis se llevé a cabo a 4°C.

En la figura 4.A se observa que el proceso de fagocitosis de fagosomas
alogénicos es dependiente del tiempo, tanto para las células BMDCyp;, como para
BMDCeron. Se observa que el proceso de incorporacidn de fagosomas en las BMDCyps
y en las BMDCgroy €5 cercano al maximo en las 2 primeras horas, para luego
estabilizarse a las 6h. Ademas se observa la tendencia de las BMDCyp; a tener una
mayor capacidad fagocitica, comparadas con las BMDCgron, posiblemente por su
fenotipo mas inmaduro. En base a estos resultados los experimentos de fagocitosis

siguientes se realizaron por 4h.

Por ofra parte, se estudid la dependencia del proceso de fagocitosis de la

cantidad de fagosomas. Para ello, las BMDCyps y BMDCeron se cuitivaron por 4h con

10, 20, 40 6 60 ug de fagosomas alogénicos marcados con PKH26 a 37°C 0 4°C. En

25




la figura 4.B se muestra el porcentaje células CD11c positivas que presentan la marca

de PKHZ26.

En la figura 4.B se observa que la incorporacién de fagosomas alogénicos
marcados es dosis dependiente, llegando a un maximo de incorporacién con 40-60 ug
de proteina. Al igual que con la variable tiempo, la incorporacién de los fagosomas es
mayor y mas rapida en las BMDCyps que en las BMDCegron, aungue las diferencias no
son estadisticamente significativas. En funcién de estos resuitados, los experimentos

siguientes se realizaron con 40 ug de proteina total de fagosomas.
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Figura 4. La incorporacion de fagosomas por las BMDC depende del tiempo y de
la cantidad de fagosomas. A. Células dendriticas de médula 6sea de un raton
C57BL/6 tratadas o no con VD3, se cultivaron a 37°C 6 4°C con 40ug de fagosomas
marcados con PKH26 por 1, 2, 4 6 6 horas. B. Células dendriticas de médula ésea de
un ratén C57BL/6 se cultivaron por 4h con 10, 20, 40 6 60 pg de fagosomas marcados
con PKH26 a 4°C ¢ 37°C. En ambas figuras se presenta el porcentaje de células
dendriticas CD11c positivas que incorporaron fagosomas marcados con PKH26. Se

muestra el promedio obtenido de 3 experimentos independientes.
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3.5. La incorporacién de fagosomas alogénicos no induce la maduracién de

BMDCvpa.

Un punto central en la hipétesis de este trabajo es comprobar que la
incorporacion de fagosomas alogénicos no induce cambios en el estado de maduracién
de las BMDCs, manteniéndolas en un estado que favoreceria la tolerancia. Por esto, se
analizé mediante citometria de flujo la expresion del marcador de maduracion CD88,
luego de la incorporacion de fagosomas. Las células tratadas con 1nM de VD3,
BMDCyps, ¥ las BMDC tratadas sélo con el solvente, BMDCeron Se purificaron y se
cultivaron durante 4 horas a 37°C con 40ug de fagosomas marcados previamente con
PKH26. Luego de ia incorporacion de fagosomas, las células se lavaron y se activaron

con 100 ng/ml de LPS durante toda la noche a 37°C y 5% de CO,.

En la figura 5 se muestra la expresién de CD86 analizado por citometria de
flujo, en las células BMDCeron ¥ BMDCyps que incorporaron los fagosomas marcados
con PKH26 después de la activacién con LPS. En color rosado, se sefiala a las células
dendriticas que presentan la tincién PKH26, indicando que han incorporado fagosomas
alogénicos y en color azul se muestran las células dendriticas que no incorporaron
fagosomas. Estos graficos de 3 variables demuestran que las BMDCyps que
incorporaron fagosomas alogénicos, presentan una baja expresion de la molécula
coestimuladora CD86, y que después de la activacion con LPS, las células dendriticas
que incorporaron fagosomas previamente no maduran, manteniendo la expresion de
CD86. Notablemente este fendmeno se observa tanto para BMDCeroy ¥ BMDCypgs, [0
cual indica que la sola incorporacidn de fagosomas mantiene a las BMDCs en un

estado resistente a la maduracion.
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El resultade de este experimento permite predecir que los antigenos presentes
en los fagosomas deberian ser presentados en las moléculas MHC-Il en ausencia de

moléculas coestimuladoras, o cual generaria tolerancia especifica hacia el antigeno.
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Figura 5. La incorporacion de fagosomas alogénicos mantiene a las BMDC
resistentes a la maduracion  Células dendriticas generadas de médula ésea de un
raton C57BL/6 diferenciadas en presencia o no de VD3 1nM, se cultivaron por 4h con
40upg de fagosomas marcados con PKH26 y se activaron durante toda la noche con
LPS. En rosado se muestran las células dendriticas positivas para PKH26. Se observa
que los fagosomas alogénicos no provocan una mayor expresion de CD86 en las
células dendriticas, incluso después de la activacion con LPS. Resultado
representativo de 3 experimentos independientes.

30




3.6 La incorporacion de fagosomas alogénicos no altera el patrén de

secrecién de citoquinas de BMDCyp;,

Las células dendriticas producen citoquinas en respuesta a diferentes estimulos
y en nuestro trabajo nos parecié interesante evaluar el patrén de secrecién de
citoquinas en el sobrenadante de BMDCyp; luego de haber incorporado fagosomas. Se
evalud la secrecion de las citoquinas por inflamatorias IL-12, IL-6, MCP-1 y TNF-a y de
la citoquina IL-10 a través de la técnica del CBA. Las BMDCygs fueron incubadas con
40ug de proteina total de fagosomas alogénicos durante 4 horas a 37°C, para luego

ser activadas con 100 ng/ml de LPS.

La figura 6 muestra que el patrén de secrecion de citoquinas de las BMDCyps
que incorporaron fagosomas alogénicos es similar al obtenido con BMDCyp; que no
han incorporado fagosomas, pues ninguna de las diferencias observadas presentd
variaciones significativas, p< 0,05. La activacién de las BMDCyp; con LPS aumenta
significativamente la secrecién de todas las citoquinas evaluadas, pero este aumento
se observa tanto en las células dendriticas que no incorporaron fagosomas alogénicos

como en las células que incorporaron fagosomas alogénicos.

Estos resultados indican que la administracion de aloantigenos en forma de

fagosomas no solo no induce la maduracién de las células dendriticas, sino que

tambien no produce cambios en €| patrén de secrecién de citoquinas.
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Figura 6. La incorporacion de fagosomas alogénicos no altera el patron de
secrecion de citoquinas en BMDC,p;. Células dendriticas de médula 6sea de un
raton C57BL/6 generadas en presencia de VD3 1 nM se cultivaron por 4h con 40 ug
fagosomas alogénicos y se activaron con 100 ng/ml de LPS durante toda la noche a
37°C. En el sobrenadante de las células se midié la concentracién de IL-12p70, IL-10,
IL-6, MCP-1 y TNF-a. No se observan diferencias en el patron de secrecién de
citoquinas luego de la incorporacion de fagosomas alogénicos. (ns, no significativo, *
P<0,05,**P<0,001). Este resultado muestra el promedio *+ el error estandar de 3
experimentos independientes.
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DISCUSION

En el rechazo de trasplantes alogénicos, el sistema inmune del receptor
reconoce el tejido del donante como un componente extraiio, y produce una respuesta
inmune que termina por dafiar al tejido trasplantado. En ausencia de inmunosupresién,
el rechazo se caracteriza por la infiltracion de leucocitos en el tejido del donante,
causando la necrosis y/o trombosis en los vasos sanguineos. Esta reaccién, llamada
rechazo agudo, ocurre tipicamente a las primeras semanas post trasplante. Las drogas
inmunosupresoras pueden prevenir o revertir la mayor parte del rechazo agudo, pero
los inmunosupresores sucumben a un tipo de rechazo mucho mas insidioso, el rechazo
crénico, que se desarrolla lentamente a través de los afios. Por otra parte, el uso de
drogas inmunosupresoras debilita la respuesta inmune contra agentes infecciosos en

estos pacientes. (Libby y Pober, 2001)

Es por esto, que numerosos investigadores se encuentran desarrollando
nuevos protocolos inmunosupresores para eliminar o atenuar la incidencia de rechazo

cronico evitando el uso de drogas inmunosupresoras.

Las células dendriticas tienen la capacidad de presentar antigenos a linfocitos T
para iniciar una respuesta inmune efectora o para inducir tolerancia contra el antigeno,
hecho que las ha convertido un blanco de estudio para inducir tolerancia a trasplantes
0 a aloantigenos propios responsables de enfermedades autoinmunes (Horibe y col,

2008).
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Se ha demostrado que solo las células dendriticas en un estado inmaduro son
capaces de inducir tolerancia y es por esto que numerosos cientificos se han abocado
a la tarea de controlar la maduracion de las células dendriticas utilizando distintos
compuestos quimicos o péptidos (lkeguchi y col, 2008). Es asi como el uso de la
vitamina D3 en culiivos de células dendriticas humanas es capaz de inhibir la

maduracion y la activacién de estas células in vitro. (Pena y col, 2000)

Uno de los objetivos fundamentales en el area de trasplantes es lograr
tolerancia contra aloantigenos derivados de moléculas de histocompatibilidad del

donante, que son la principal causa del rechazo a ajotrasplantes.

En este seminario se desarrolld un protocolo de generacién de células
dendriticas inmaduras capaces de incorporar de fagosomas alogénicos, sin inducir la
maduracion de estas células. Para este fin, se utilizé la vitamina D; a una
concentracion final de 1 nM durante la diferenciacién de los precursores de médula
osea hacia células dendriticas. Para demostrar que las células dendriticas son capaces
de fagocitar los fagosomas alogenicos, estos se marcaron con un colorante rojo
fluorescente (PKH26), de esta manera se pudo determinar que alrededor de un 40% de
las celulas dendriticas generadas por este protocolo tienen la capacidad de incorporar
fagosomas (figura 3). También se demostro que al cabo de 4h se producia el méximo
de incorporacién (figura 4.A) y que el proceso de incorporacién depende de la cantidad

de fagosomas utilizados (figura 4.B).

La inclusion de la VD3 permitié generar células dendriticas que expresan bajos

niveles de MHC-Il y CD86 (Figura1), corroborando los resultados obtenidos por Penna
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(2000) y Giriffin (2001). Ademas, se demostrd que al activar las BMDCyps con un
estimulo bacteriano como lo es LPS se induce una mayor secrecion de IL-10 en
comparacion a células dendriticas cultivadas en ausencia de VD3 (Figura 2). Por otra
parte, en un trabajo anterior de nuestro laboratoric se demostré que la VD3 inhibe la
produccién de IL-12 (Ureta, 2007), pero esto no fue corroborado en este estudio (figura
6). La variacién de estos resultados podria deberse a la diferencia en el protocolo de
generacion de las células dendriticas, pues en el caso de Ureta, 2007, éstas se
generaron con la citoquina GM-CSF que se encuentra en el sobrenadante de la linea
celular J558L, mientras que en este frabajo se utilizd6 GM-CSF recombinante murino
para la generacion de las células dendriticas de precursores de médula 6sea. Cabe
destacar que para la produccion de fagosomas se utilizaron células dendriticas
producidas con el sobrenadante de la linea celular J558L. Estas células dendriticas son
muy inmaduras e incapaces de madurar frente a diferentes estimulos. Una explicacion
a estas observaciones podria ser el hecho de que la linea celular J558L produce entre
2000 a 2500 pg/ml de IL-10, dato que fue corroborado en nuestro laboratorio, lo cual

ayudaria a mantener las células dendriticas en un estado inmaduro (Qin y col, 1997).

Se sabe que la secrecion de IL-10 inhibe la expresion de moléculas
coestimuladoras y de moléculas MHC-I| en células dendriticas y macréfagos, resultado
corroborado en nuestros experimentos con BMDC diferenciadas con 1nM de VD3,
pues este tratamiento aumentaba la secrecion de esta IL-10 y disminuye la expresién
de MHC-ll y CD86. Como hemos mencionado anteriormente, las células dendriticas en
un estado inmduro pueden diferenciar LT CD4+ en LT reg, hecho que transforma a las
células dendriticas en un elemento clave en la induccién de tolerancia. Aunque no fue

demostrado en este trabajo, estos resultados permiten predecir que existiria un

35




aumento en el potencial de las DCs para inducir LT reg, al incorporar fagosomas

alogénicos, lo que podria traducirse en un estado tolerogénico antigeno especifico.

Un resultado importante de este seminario, se observa en las figuras 5 y 6,
donde se demuestra que la incorporacién de fagosomas alogénicos no provoca la
maduracion de las células dendriticas y que mantienen un fenotipo inmaduro, incluso
después de la activacion con LPS. Tampoco no se encontré una alteracién en el patrén
de citoquinas. El conjunto de estos resultados permiten predecir que estas células
dendriticas podrian ser usadas como moduladores de la respuesta inmune en el caso
de un trasplante alogénico, sin embargo es necesario demostrar que las BMDCyp; son
capaces de inducir la diferenciacién de LT virgenes a LT reg. Es mas, esta induccion
de LT reg debiera ser especifica para antigenos del donante, ya que las BMDCyps
estarian cargadas con péptidos provenientes de las moléculas de histocompatibilidad
alogénicas presentes en los fagosomas. Por lo tanto, nos proponemos utilizar estas
células cargadas con peptidos alogénicos como precondicionamiento del receptor al
trasplante en futuros experimentos, ya que en la preparacion de fagosomas utilizamos
un material que es aceptado por l[a FDA (PLGA), lo que nos permite dar un paso mas

rapido a la experimentacion in vivo.

Aunque estas células dendriticas son capaces de producir una alta
concentracion de citoquinas pro inflamatorias como TNF-a, MCP-1 e IL-6, después de
la activacion con LPS (figura 6), pensamos que el balance fino entre 1L.-6 e [L-10 en
presencia de TGF-§ puede permitir contrarrestar la produccién de LT Th17, que son

conocidos por ser linfocitos altamente proinflamatorios, a favor de la produccién de LT
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reg. Aunque no estaba en los objetivos del proyecto, hubiese sido interesante evaluar

la produccién de TFG-B en las BMDCyp; después de la incorporacién de fagosomas.

Actualmente nos encontramos probando la capacidad de las BMDCyps, de
generar efectivamente LT reg in vitro. Si estos resultados son positivos, entonces
deberiamos probar que la administracion de fagosomas alogénicos a ratones produce

tolerancia especifica a aloantigenos in vivo.

Finalmente, se puede concluir que la incorporacion de antigenos alogénicos en
forma de fagosomas producidos con perlas de PLGA en células dendriticas inmaduras,
mantiene una baja expresion de moléculas coestimuladoras y moléculas MHC-Il y con

una elevada secrecion de IL-10.
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CONCLUSION

La Vitamina Dz inhibe la maduracion de células dendriticas derivadas de

precursores de médula osea.

La Vitamina D; aumenta la secrecion de IL-10 en células dendriticas derivadas
de precursores de médula ésea, sin alterar el patréon de secrecion basal de

citoquinas de estas células.
La incorporacidén de fagosomas es un proceso dependiente del tiempo y de la

cantidad de fagosomas alogénicos utilizados.

Células dendriticas derivadas de precursores de meédula ésea generadas en

presencia de vitamina D; poseen mayor capacidad fagocitica de fagosomas.

Los fagosomas alogénicos no alteran el patron de secrecion de citoquinas de

las células dendriticas.

Las células dendriticas que incorporan fagosomas alogénicos son resistentes a

la maduracién, incluso después de [a activacion con LPS.
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