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GLOSARIO
Aloanticuerpo: Anticuerpo que reacciona con un aloantigeno.

Aloantigeno: Molécula que proviene de ofro organismo (trasplante) y que es

reconocida como extrafa.

Alogénico: Tejidos o células provenientes de un individuo de la misma especie, pero

de distinta estirpe o cepa.

Haplotipo: Es la regién genética de un cromosoma que contiene todos los genes H-
2. Asi, un haplotipo H-2 incluye los genes clase I y los genes clase I y otros loci
situados también en esta regién. Estos genes presentan un alto polimorfismo, por lo

que organismos de la misma especie pueden tener haplotipos H-2 distintos.

Fagosoma: Microesfera rodeada de membrana plasmética y protefnas procedente

de la célula que realizé la fagocitosis de la microesfera.

Fagosoma-PLGA: Fagosoma generado por la fagocitosis de una microesfera de

PLGA.

Grey: Unidad de radiacién que mide la dosis absorbida de radiaciones ionizantes

por un tejido o material.

Organos linfoides primarios: Son 6rganos donde se generan los linfocitos. Se

constituyen por el timo y la médula ésea.
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Organos linfoides secundarios: Son lugares donde se genera una respuesta
inmune contra e] antigeno. Se constituyen por el bazo, los ganglios y las placas de

Peyer.

Singénico: Tejidos o células provenientes de un individuo de la misma especie y de

la misma estirpe o cepa.

SSA: Parametro utilizado en citometria de flujo que se refiere a la granulosidad o

complexidad interna de la muestra analizada.

Respuesta inmune celular: Respuesta inmune de tipo adaptativa mediada por

células, principalmente por linfocitos T.

Respuesta inmune humoral: Respuesta inmune de tipo adaptativa mediada por

anticuerpos que son secretados por linfocitos B.
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1. RESUMEN

Las células dendrfticas (DCs) son esenciales para el inicio de una respuesta
inmune adaptativa ya que son las tfinicas células capaces de activar a los linfocitos T
virgenes. Ademds estas células tienen la capacidad de inducir inmunidad y
tolerancia dependiendo de su estado de activacién. Debido a esto, las DCs son
ampliamente estudiadas en relacién a los trasplantes, donde los procesos de
inmunidad y tolerancia se encuentran estrechamente vinculados.

En la actualidad, para inducir la aceptacién de érganos a largo plazo se
utilizan drogas inmunosupresoras, las cuales al no ser especificas contra el
trasplante generan en el paciente un estado de inmunosupresién que desencadena
infecciones por patdgenos oportunistas, desarrollo de neoplasias, ademds de la
citotoxicidad que poseen muchos de ellos. Una estrategia para disminuir la
respuesta inmune alogénica consiste en entregar aloantigenos en un contexto no
inmunogénico. En nuestro laboratorio hemos desarrollado un protocolo de
administracion de aloantigenos mediante la utilizacién de vesfculas denominadas
fagosomas, provenientes de las DCs inmaduras. El objetivo de este Seminario de
Titulo fue optimizar la produccién de fagosomas para generar fracciones
enriquecidas, las cuales fueron probadas en un modelo in vivo como pre-tratamiento
a la aloinmunizacién. Los fagosomas fueron analizados mediante citometrfa de flujo
y los resultados se resumen a continuacién: (1) la lisis por shock osmético de las
DCs que han fagocitado microesferas de dcido polildctico-co-glicdlico (PLGA), genera

fracciones mas enriquecidas de fagosomas en comparacion a la lisis mecanica; (2) el

tiempo Optimo para la produccién de fagosomas es 2 h de fagocitosis por parte de




las DCs; (3) la fagocitosis de las microesferas de PLGA no induce la activacion de las
DCs y (4) los fagosomas generados presentan membrana plasmatica y proteinas
provenientes de las DCs inmaduras. La administracion in vivo de fagosomas
alogénicos produjo una reduccién significativa de la secrecién de aloanticuerpos y el
niimero de linfocitos T aloreactivos. Por lo tanto, los fagosomas alogénicos
constituyen una manera adecuada para administrar aloantigenos de forma
tolerogénica, ya que disminuyen la respuesta inmune humoral y celular.

La capacidad de los fagosomas de reducir la respuesta inmune los convierte
en una posible herramienta para ser utilizada en trasplante donde, en conjunto con
otros mecanismos inmunosupresores como el uso de cantidades bajas de drogas
inmunosupresoras, se podria regular la respuesta aloinmune y la aceptacion del

trasplante a largo plazo.



2. ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are essential to initiate adaptive immune responses
because of their unique ability to activate naive T lymphocytes. In addition, these
cells are able to induce immunity and tolerance depending of their activation state.
Because of that DCs are widely studied in relation to organ transplantation, where

the processes of immunity and tolerance are closely linked.

Current treatments to induce long-term organ acceptance require the use of
immunosuppressive drugs. These drugs do not target the transplant immune
response specifically but rather cause a generalized immunosuppression that, in
addition to their known cytotoxic effects, render patients vulnerable to
opportunistic pathogens and neoplasia. A strategy to reduce the allogeneic immune
responses is the delivery of alloantigens in a non-immunogenic context. In our
laboratory, we have developed a protocol of alloantigen administration using
phagosomes, which are vesicles derived from immature DCs. The objective of this
work was to optimize the phagosome production in order to generate enriched
samples, which were tested in an in vivo model as an alloimmunization
pretreatment. Phagosomes were analyzed by flow cytometry obtaining the
following results: (1) osmotic shock lysis of DCs which have phagocytized polylactic-
co-glycolic acid (PLGA) microspheres, allows better yields of phagosome-enriched
samples than mechanical lysis; (2) the optimal production of phagosomes was

obtained after 2 h of microsphere phagocytosis by the DCs; (3) PLGA microsphere



phagocytosis does not induce DC activation and (4) the phagosomes contain plasma

membrane and proteins derived from immature DCs.

Allogeneic phagosome administration in vivo shows a significant reduction of
secretion of alloantibodies and the number of alloreactive T lymphocytes. Because
of decreased humoral and cellular immune response observed after their
administration, the use of allogeneic phagosomes constitutes a suitable system for

alloantigen administration in a tolerogenic context.

The capacity of phagosomes to decrease the immune response generates a
possible tool that can be exploited in the transplant treatments field, because in
combination with others immunosuppressive mechanisms as the use of low doses of
immunosuppressive drugs, could regulates the alloimmune response and long-term

acceptance.



3. INTRODUCCION

Macroéfagos, linfocitos B (LB) y células dendriticas (DCs), denominadas en su
conjunto células presentadoras de antigenos (APCs), poseen la capacidad de
presentar antigenos extracelulares. Sin embargo, las DCs son las tinicas células
capaces de activar linfocitos T (LT) CD4+ y CD8+ virgenes y por esta razén son
llamadas APCs profesionales (Walseng y col., 2010). De esto se deduce que las DCs
son esenciales para el inicioc de la respuesta inmune adaptativa, pero ademas
dependiendo de su estado de maduracién generan inmunidad o tolerancia frente al
estimulo (Ureta y col,, 2007; Morelli y Thomson, 2007; Maldonado y von Andrian,
2010). Esto es importante en la inmunologfa de trasplantes, tema central de este

trabajo, ya que ambos procesos se encuentran estrechamente relacionados.

3.1. Células dendriticas y tolerancia

Las DCs constituyen una poblaciéon heterogénea de APCs derivadas de
progenitores presentes en la médula 6sea. Las DCs provienen de diferentes linajes
celulares (mieloides y linfoides) y se localizan en numerosos tejidos. Ademas, las
DCs tienen la capacidad de migrar y se encuentran presentes en diferentes estados
de activaciéon o maduracién (Morelli y Thomson, 2007; Watowich y Liu, 2010).
Asimismo, las DCs secretan determinados patrones de citoquinas gracias a las cuales
se produce la comunicacién con otros tipos celulares. De esta manera, por ejemplo
las DCs entregan sefiales que permiten direccionar los linfocitos hacia determinados

tejidos (Moray col., 2003; Sigmundsdottir y Butcher, 2008; Thaiss y col., 2011).



Los LT se generan en el 6rgano linfoide primario llamado timo y luego en su
estado maduro circulan por los érganos linfoides secundarios tales como el bazo, las
placas de Peyer y los ganglios linfaticos, lugares donde interactian con los
antfgenos. Por otro lado, las DCs se encuentran en estado inmaduro en los tejidos
periféricos, donde fagocitan los antigenos presentes en los tejidos, para luego
migrar a los 6rganos linfoides secundarios donde se encuentran con los LT. Las DCs
maduran en este trayecto hacia los 6rganos linfoides secundarios y se transforman
de células con alta capacidad fagocitica a células especializadas en la presentacién
de antigenos. La maduraciéon de las DCs se refleja principalmente en varios cambios
fenotipicos que incluyen: 1) aumento en la produccién de moléculas de presentacién
antigénica o moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), 2) la
expresion de moléculas de coestimulacion para los LT como lo son CD86 y CD40, 3)
la produccién de factores de crecimiento como la interleuquina 2 (IL-2), tioles y la
expresién de varias citoquinas tales como [L-12, TNF-q, IL-1, IL-6 y quimioquinas
(Lutz y Schuler, 2002; Steinman y col., 2003; Walseng y col,, 2010).

La tolerancia es inducida cuando la captura y presentacion de antigenos por
parte de las DCs ocurre en un ambiente no inflamatorio, debido a lo cual las DCs
permanecen en un estado inmaduro determinado por una baja expresion de
moléculas coestimulatorias y la secrecion de citoquinas inmunosupresoras como IL-
10. Esta citoquina se encuentra implicada en la generacién de los LT reguladores

gue tienen como funcién suprimir la respuesta inmune (Ohkura y Sakaguchi, 2010;

Yamaguchi y col,, 2011; Schmidty col,, 2012).




La generacién de inmunidad o tolerancia es regulada importantemente por
moléculas coestimulatorias presentes en las DCs las cuales entran en contacto con
los LT. Las DCs expresan moléculas de coestimulacién pertenecientes a la familia B7,
las cuales interactian con CD28 expresada de forma constitutiva en todos los LT.
Una de las moléculas de la familia B7, CD86, se expresa en forma constitutiva pero
en bajos niveles en las DCs y su expresiéon aumenta rapidamente cuando se une a
CD28 presente en los LT produciendo de esta forma inmunidad. Por otro lado, otro
miembro inducible de la familia B7, CD80, se expresa tardiamente en las APCs
durante la respuesta inmune y ha sido asociado principalmente con tolerancia (Yang
y col, 2011; Puliaeva y col,, 2011). De esta forma, cuando la sefializacion a través de
CD28 no supera el umbral para generar activacién celular, aumenta la estabilidad
del acido ribonucleico (ARN) mensajero de la IL-2, con un subsecuente aumento de
la produccién de IL-2, lo que promueve la proliferacién y la resistencia a la
maduracién en los LT, induciendo finalmente la muerte celular por apoptosis
(Mueller, 2009; Wood y Goto, 2012).

Durante la respuesta inmune, los LT activan tardiamente la expresién del
antigeno 4 asociado al LT citotéxico (CTLA-4 6 CD152), esta molécula que tiene una
alta homologia con CD28, ateniia la respuesta inmune ya que compite con CD28 con
una mayor afinidad por la unién a CD80 y a CD86. Otro efecto de la sefializacién a
través de CD28 es la regulacién positiva de moléculas coestimulatorias como el
ligando para CD40 (CD40L 6 CD154) presente en los LT. La unién de CD40L a CD40

presente en las DCs produce un aumento en la expresion de moléculas

pertenecientes a la familia B7, por lo tanto amplifica la activacién de los LT (Mueller,




2010; Wood y Goto, 2012). Otra molécula de la familia B7, es el ligando 1 de muerte
celular programada de tipo 1 (PD-L1) presente en las DCs, el cual se une al receptor
de muerte programada de tipo 1 (PD1) que es expresado en los LT activados. Este
complejo es importante en la inhibicion de la respuesta aloinmune, asi como en la
induccién y mantencién de la tolerancia periférica (Mueller, 2010; Yang y col,
2011). Existen dos ligandos para PD1, PD-L1 y PD-L2 (ligando 2 de muerte celular
programada de tipo 1}, pero s6lo PD-L1 tiene un rol importante en la inhibicién de
los LT auto-reactivos y en la mantencién a largo plazo del estado anérgico de los LT
(Keir y col,, 2006; Fife y col., 2006).

En resumen, durante la respuesta inmune, la interaccién de los LT con las
DCs se encuentra influenciada por varios aspectos que incluyen el balance de
sefales positivas {CD28, CD40L) y negativas (CTLA-4, PD-1), ademas de la avidez y
afinidad de las interacciones entre los receptores de los LT {TCR}) y el complejo

péptido-MHC de las DCs, durante la presentacién antigénica (Wood y Goto, 2012).

3.2. Tolerancia central y periférica.

La tolerancia inmune se define como el estado de no respuesta inmunoldgica
frente a un antigeno particular. Actualmente se han identificado dos tipos de
tolerancia denominadas central y periférica, las cuales permiten que las células no
reaccionen frente antigenos propios.

En los individuos, la discriminacién de lo propio y lo ajeno la realizan los LT

quienes poseen un repertorio de receptores prodiicidos al azar para los antigenos.

Este amplio repertorio permite que los LT tengan la capacidad de responder ante




cualquier potencial antfgeno extrafio y al mismo tiempo no responden frente a
antigenos propios expresados en los diversos tejidos. Este aprendizaje se produce
en el timo. Durante su desarrollo, los LT experimentan arreglos al azar en regiones
especificas de genes que codifican para los receptores de antigenos, generando LT
capaces de reconocer antigenos presentados en las moléculas MHC del individuo.
Esta interaccién permite que los LT sobrevivan, mientras que los LT que no son
capaces de reconocer el complejo péptido-MHC se les induce apoptosis, proceso
denominado seleccién positiva. Durante el proceso de arreglos génicos
inevitablemente se generan LT capaces de unir el complejo péptido-MHC con alta
afinidad. Estos LT son potenciales células auto-reactivas, las cuales son eliminadas
mediante apoptosis durante la seleccidn negativa (Griesemer y col, 2010;
Hernandez y col., 2010). Los LT auto-reactivos que no son eliminados en el timo, son
controlados en la periferia por un tipo particular de LT llamados LT reguladores, los
cuales tienen como funcién suprimir Ia accién de LT efectores produciendo la
tolerancia inmune (Ohkura y Sakaguchi, 2010; Yamaguchi y col, 2011; Schmidt y

col.,, 2012).

3.3. Inmunidad en trasplante

Durante el trasplante se produce una respuesta inmune de rechazo al injerto
esencialmente por el reconocimiento de moléculas del MHC que provienen del
donante o aloantigenos. El reconocimiento de aloantigenos por parte de los LT del
receptor ocurre principalmente por dos mecanismos: 1} la presentacién directa,

responsable del rechazo agudo y 2) la presentacién indirecta, responsable del




rechazo crénico de los trasplantes. Durante la presentacién directa, los LT del
receptor reconocen como extrafias las moléculas del MHC presentes en las APCs del
donante, mientras gue en la presentacién indirecta, las APCs del receptor capturan y
procesan aloantigenos provenientes del érgano trasplantado y los presentan a los
LT del receptor (Morelli y Thomson, 2007; Ezzelarab y Thomson, 2011; Wood y
Goto, 2012).

La via directa de presentacién de antigenos es considerada el mecanismo
principal que permite el rechazo agudo del injerto, cuya influencia disminuye con el
tiempo después del trasplante. Por otro lado, la via indirecta es el principal
mecanismo de aloreconocimiento en tiempos tardios después del trasplante, lo que
esta relacionado con rechazo crénico (Morelli y Thomson, 2007; Ezzelarab y
Thomson, 2011).

Especificamente se han descrito 3 tipos de rechazo: 1) El rechazo hiperagudo
que ocurre minutos u horas después de la realizacién del trasplante y es causado
por anticuerpos circulantes pre-generados sobre el endotelio del injerto, lo que
provoca la activacién del complemento. Este tipo de rechazo raramente ocurre y en
general se previene realizando trasplantes entre pacientes con el mismo grupo
sanguineo, ademas de descartar la presencia de aloanticuerpos contra el donante
antes de realizar el trasplante a través de pruebas cruzadas. 2) El rechazo agudo
ocurre en las primeras semanas o meses después del trasplante y es causado por la
respuesta inmune innata y adaptativa. En general, este tipo de rechazo se previene

con inmunosupresién. 3) El rechazo crénico ocurre meses o afios después del

trasplante y es causado por mecanismos inmunes y no inmunes. Por lo general, este




tipo de rechazo no se puede prevenir con los agentes inmunosupresores utilizados

actualmente (Morelli y Larregina, 2010; Burns y Chong, 2011).

3.4. Trasplante y las drogas inmunosupresoras

El uso de drogas inmunosupresoras permite inducir la aceptaciéon de érganos
a largo plazo. El principal problema en trasplantes radica en que, tarde o temprano,
la activacién constante de la respuesta inmune gatillada por los antigenos del
donante, termina por generar el rechazo del drgano. Esta reaccién se produce
porque el trasplante es reconocido como un agente extraiio debido a la expresion de
sus propias moléculas, principalmente moléculas del MHC, las cuales al ser
procesadas por las APCs del receptor del trasplante activan las células del sistema
inmune. Este problema es resuelto en parte por el tratamiento de por vida con

farmacos inmunosupresores que previenen el desarrollo de respuestas inmunes.

El uso de firmacos inmunosupresores presenta varios problemas asociados a
la inespecificidad del tratamiento, ya que estos farmacos producen una depresion
general del sistema inmune del paciente, lo que facilita el desarrollo de
enfermedades infecciosas y cdancer, ademas de producir neurotoxicidad,
hipertensién y problemas cardiovasculares debido al uso de corticostercides
(Lechler y col., 2005; Golshayan y col, 2007; Sykes, 2007). Las desventajas de la
terapia inmunosupresora han llevado a la necesidad de inventar nuevas estrategias
para prescindir de los inmunosupresores. De esta manera, uno de los principales
objetivos de la inmunologia actual es generar una terapia que permita inducir

tolerancia especifica contra los aloantigenos del donante, para asi evitar o disminuir
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el uso los firmacos inmunosupresores y con esto expandir las aplicaciones de los
trasplantes de Organos. Aprovechando los conocimientos actuales acerca de
tolerancia inmune, se enmarca este Seminario de titulo que pretende proponer una

nueva estrategia para inducir tolerancia aloantigeno-especifica.

3.5. Administracion de aloantigenos para Ia produccion de tolerancia.

En la literatura se han descrito algunas estrategias para entregar
aloantigenos de manera no inmunogénica. En los seres vivos las células envejecidas
o aquellas que mueren para mantener la homeostasis celular, se les induce
apoptosis y no son reconocidas como sefiales de peligro, por lo cual no generan
inmunidad (Kazama y col, 2009). Se ha observado que las células apoptéticas
inducen la produccién de citoquinas tolerogénicas como IL-10 y ademas provocan
una disminucién en la secrecién de citoquinas proinflamatorias por las APCs
(Morelli y Larregina, 2010). Por otra parte, se ha demostrado que la transfusién de
células apoptdticas en combinacion con el bloqueo de la interaccion CD40-CD154
provoca un aumento considerable en la sobrevida del trasplante, sugiriendo que la
administracién de células apoptéticas produce tolerancia (Gurung y col., 2010).

Otra forma de administrar aloantigenos es a través de los exosomas que son
nanovesiculas derivadas de la membrana celular que se forman en el
compartimiento endociticc y son secretados al espacio extracelular de
determinados tipos celulares. Se ha observado que los exosomas derivados de DCs
presentan moléculas del MHC de tipo I (MHC-II), moléculas de adhesion y

moléculas de coestimulacién como CD80 y CD86, (Théry y col,, 2002; Morelli, 2006).
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Una tiltima estrategia para la entrega de aloantigenos son los fagosomas. La

incorporacién de particulas inertes o bacterias por parte de las DCs ocurre por
fagocitosis, proceso por el cual las partfculas son encerradas por una membrana,
generando el fagosoma (Desjardins y col, 1994a). Las DCs son células altamente
fagociticas que pueden ingerir microesferas de latex y producir fagosomas
completamente equipados para el procesamiento de antigenos y la carga de estos
mismos (Lennon-Dumenil y col, 2002; Ureta y col, 2007). Los estudios que
demuestran que los fagosomas son organelos capacitados para la presentacion de
antigenos provienen del anilisis de estudios de proteémica (Houde y col.,, 2003).

Considerando lo mencionade anteriormente, los fagosomas aislados y
purificados podrian ser utilizados como vehiculos de carga de antigenos en el
contexto de la presentacion antigénica. En nuestro laboratorio, evaluamos la
generacion de fagosomas utilizando microesferas de PLGA como alternativa a las
particulas de latex. El PLGA tiene la ventaja de ser un polimero biodegradable
aceptado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para
tratamientos terapéuticos.

En este Seminario de Titulo se trabajé en la optimizacién de un protocolo
para la obtencién de fracciones enriquecidas de fagosomas, generados a partir de
DCs inmaduras. Considerando que los fagosomas constituyen un vehiculo de carga y
entrega de aloantigenos de manera no inmunogénica, estos fagosomas fueron
probados en un modelo in vivo, analizando su efecto en la respuesta inmune

humoral y celular.
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4. HIPOTESIS
Los fagosomas alogénicos producidos por lisis osmética de células
dendriticas inmaduras que han fagocitado particulas de PLGA, generan una

disminucién de la respuesta aloinmune.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de fagosomas alogénicos en la respuesta aloinmune.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Optimizar la generacién de fagosomas alogénicos por lisis osmética a partir
de células dendriticas inmaduras derivadas de médula ésea.

2} Determinar el tiempo éptimo de fagocitosis para la generacién de fagosomas
alogénicos.

3) Evaluar la presencia de membrana y proteinas proveniente de las células
dendriticas en los fagosomas alogénicos.

4) Evaluar el efecto de los fagosomas alogénicos en la respuesta inmune
humoral en ratones C57BL/6.

5) Evaluar el efecto de los fagosomas alogénicos en la respuesta inmune celular

en ratones C57BL/6.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. MATERIALES

7.1.1, Animales

Se usaron ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 de 2 a 4 meses de edad, los
cuales poseen haplotipos H-24 y H-2b respectivamente. Ambas cepas se adquirieron
en Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Los animales fueron mantenidos en
un bioterio convencional y los protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité

de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

7.1.2. Anticuerpos

Para los andlisis de citometria de flujo se utilizaron los siguientes anticuerpos
monoclonales de Pharmingen (BD Biosciences) conjugados a FITC: anti-I-Ad (clon
AMS-32.1); anti-CD86 (clon GL1); anti-CD80 (clon 16-10A1}; anti-CD11c {clon HL3).
Conjugados a PE: anti-CD11c (clon HL3); anti-H-2Kd (clon SF1-1.1); anti-PD-L1
(clon MIH5). Conjugados a PE-Cy7: anti-CD45R o anti-B220 (clon RA3-6B2).
Conjugados a APC: anti-CD83 (clon Michel-19}; anti-CD11c¢ (clon HL3); anti-PD-L2
(clon TY25). El anticuerpo anti-CD40 (clon 1C10) fue adquirido de e-Bioscience.

Ademas se usd el anticuerpo policlonal anti-Igs de ratén conjugado a FITC (Dako).

7.1.3. Reactivos
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General: BD ELISPOT Mouse IFN-y Set (BD Biosciences); placas con filtro para
ELISPOT (Millipore}; Tween-20 (Sigma-Aldrich); agua bidestilada (Sanderson);
| peréxido de hidrégeno (Millipore); PKH26 (Sigma); albiimina sérica de bovino (BSA,
Sigma); Cytofix Cytoperm (BD Biosciences); yoduro de propidio (PI, Sigma);

microesferas de PLGA (colaboracién Dr. S. Little, University of Pittsburgh, PA, USA).

Cultivo Celular: Medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco); tripsina-EDTA (Gibco); L-
glutamina; penicilina/estreptomicina (Gibco); suero fetal bovino (FBS, HyClone);
placas microbiolégicas de 140 mm x 20 mm (Sterilin); buffer de lisis de glébulos
rojos (e-Biosciense); tampén fosfato salino (PBS, Invitrogen); 2-mercaptoetanol (2-

ME, Invitrogen); etanol 95% (Lab-Tec).

7.2. METODOS

7.2.1. Citometria de flujo

Para la deteccién de moléculas de superficie, las DCs se incubaron durante 20
min a 4°C con las correspondientes combinaciones de anticuerpos diluidos en PBS +
2% FBS. Posteriormente, las células se lavaron con PBS + 2% FBS y se centrifugaron
a 450 x g durante 7 min a 4°C. Finalmente, las células se resuspendieron en PBS +
2% FBS a una concentracion de 1x106 células/ml para luego ser analizadas en un
citdbmetro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences). Las células muertas fueron
descartadas utilizando PI {1 pg/ml por cada 1 x 109 células). Los andlisis de los

datos se hicieron utilizando el software Flow]o (Tree Star, Inc.).
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7.2.2. Generacion de células dendriticas de médula osea

Las DCs se generaron a partir de células precursoras de médula dsea
extraidas de tibias y fémures de ratones BALB/c. Los huesos fueron desinfectados
con etanol al 70% por 1 min y se perfundieron con medio RPMI en campana. Luego
las médulas fueron disgregadas por agitacién vigorosa y los glébulos rojos fueron
lisados incubando las células durante 5 min a temperatura ambiente en 1 ml de
solucién hipoténica de cloruro de amonio (buffer de lisis de glébulos rojos).
Posteriormente las células se lavaron con medic RPMI completo (RPMI
suplementado con 10% FBS, L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 pg/ml)} y luego se centrifugaron a 600 x g por 7 min a 4°C. Las
células se cultivaron por 12 dfas en placas de Petri bacterioldgicas de 140 mm a una
densidad de 107 células totales en 20 ml de medio RPMI completo + 2-ME (50 uM) +
sobrenadante de la linea celular J558L al 3% (v/v). Este sobrenadante se agregd
como fuente de factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos murino
(GM-CSF) para lograr la diferenciacion de los precursores de médula 6sea a DCs. Las
células precursoras de DCs fueron incubadas a 37°C en 5% de CO2. Alos dias 4y 8
de cultivo se reemplazé el medio de cultivo por medio fresco completo, Las células
no adherentes como las adherentes fueron recuperadas y lavadas con PBS.
Posteriormente se tripsinizaron durante 6 min a 37°C, se lavaron con medio RPMI
completo, se centrifugaron a 450 x g por 7 min a 4°C, luego ambas fracciones de
células se juntaron y se sembraron en las mismas condiciones que al inicio del
cultivo. Finalmente al dia 12 de cultivo, ambas fracciones de células desde las placas

fueron recuperadas y con 5 x 10¢ células se hizo el andlisis fenotipico mediante
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citometria de flujo utilizando los marcadores de superficie CD11c, I-Ad, CD80, CD86,
CD83, CD40, PD-L1 y PD-L2. Las DCs restantes se utilizaron para la obtencién de

fagosomas-PLGA.

7.2.3. Obtencion de fagosomas-PLGA

Los fagosomas-PLGA se prepararon a partir de DCs provenientes de
precursores de médula 6sea de ratones BALB/c. Luego de 12 dias de cultivo, 5 x 107
DCs adherentes y no adherentes se incubaron por 20 min a 37°C en un tubo de 50
ml con 2,5 x 10% de microesferas de PLGA en 2,6 ml de medio RPMI completo.
Posteriormente, se agregaron 4 ml de medio RPMI completo tibio y se centrifugd a
400 x g por 2 min a temperatura ambiente. Sin retirar el sobrenadante ni
resuspender las células, las DCs junto a las microesferas se incubaron durante 100
min adicionales a 37°C para completar 2 horas de fagocitosis. La fagocitosis se
detuvo con 4 lavados de 50 ml de PBS frfo y centrifugacién a 420 x g por 7 min a 4°C
entre cada lavado. Finalmente las células fueron resuspendidas en 500 ul de PBS frfo
y se traspasarcon a dos tubos de 1,5 ml (250 ul c/u).

Para la obtencion de los fagosomas-PLGA se utilizaron 2 metodologias: 1)
lisis mecdnica y 2) lisis por shock osmético. La lisis mecénica consistié en pasar las
células 50 veces por una jeringa con aguja de 21G. Mientras que, la lisis por shock
osmoético se realizé por la adicién de 250 pl de H20 bidestilada a 250 ul de células
por un min y el proceso se detuvo afiadiendo un volumen de PBS 1,5x. Una vez

finalizada la lisis mecénica o el shock osmético, se centrifugd a 450 x g por 7 min a
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4°C recuperando el sobrenadante, fraccién en la cual se encuentran los fagosomas-
PLGA. Estos se almacenaron a 4°C hasta su utilizacién.

Para estimar la pureza de los fagosomas, se utilizaron microesferas de PLGA-
Alexa 647. La pureza de los fagosomas se determiné comparando el porcentaje de
particulas fluorescentes con el porcentaje de restos celulares no fluorescentes
mediante citometria de flujo. La cantidad de fagosomas-PLGA obtenidos fue
estimada midiendo la cantidad de protefna total en la muestra mediante
fluorometria, utilizando la plataforma de cuantificacién Qubit® siguiendo las

instrucciones del fabricante.

7.2.4. Determinacién del tiempo 6ptimo de fagocitosis para la obtencion de
fagosomas

Para determinar el tiempo o6ptimo de fagocitosis, las DCs inmaduras
obtenidas el dia 12 de cultivo se marcaron con el trazador PKH26 que se intercala
en la bicapa lipidica y marca la membrana celular, El protocolo de marcaje fue
adaptado del procedimiento sugerido por el fabricante. Las DCs se centrifugaron a
450 x g durante 7 min a 4°C, el pellet fue resuspendido en diluyente C provisto en el
kit, dejando las células a 2 x 107 células/ml. Luego, se agregé un volumen de la
solucion PKH26 (2 puM) diluida en diluyente C, dejando las células a 107 células/ml y
el PKHZ26 a 1 pM. Las células se incubaron 5 min a temperatura ambiente con
agitacion rotatoria y se detuvo la reaccién incubando 1 min a temperatura ambiente
con un volumen de 1% BSA diluido en PBS, luego se agregd un volumen de medio

completo y se centrifugé a 450 x g durante 7 min a 4°C. Posteriormente, se
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realizaron 2 lavados mas con medio completo con las células a una concentracion de
107 células/ml. Una vez tefiidas las DCs con PKH26, se procedi6 a generar fagosomas
por shock osmético. Siguiendo el protocolo previamente descrito (ver seccién 7.2.3),
después de los 20 min iniciales de incubacién con las microesferas de PLGA, se
modificé el tiempo de fagocitosis. Los tiempos escogidos fueron 70, 100, 130 y 160
min y luego se continué segiin indica el protocolo. Los resultados fueron evaluados
por medio de citometria de flujo. Como control negativo de la fagocitosis se realizé

el mismo procedimiento pero realizando todas las incubaciones a 4°C.

2.2.5. Determinacién de la presencia de membrana plasmadtica en los
fagosomas-PLGA

La presencia de membrana plasmaética en los fagosomas-PLGA obtenidos de
DCs diferenciadas a partir de precursores de médula 6sea de un raton BALB/c, se
determiné marcando 10 pg de fagosomas generados con microesferas PLGA-Alexa
647 con el trazador fluorescente PKH26. El protocolo de marcaje realizado fue
adaptado del procedimiento sugerido por el fabricante. 10 pg de fagosomas-PLGA-
Alexa 647 fueron centrifugados a 14.000 x g durante 10 min a 4°C, y el pellet se
resuspendié en 100 pl del diluyente C provisto en el kit. Luego, se agregd a los
fagosomas 100 pl del colorante PKH26 disuelto en diluyente C a una concentracion
de 4 pM. En seguida los fagosomas se incubaron 5 min a temperatura ambiente con
agitacion rotatoria y se detuvo la reaccién incubando 1 min a temperatura ambiente

con 200 pl de 1% BSA en PBS. Posteriormente, se lavo 3 veces con 1 ml de PBS,
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centrifugando a 14.000 x g durante 10 min a 4°C. Los fagosomas-PLGA-Alexa 647

marcados fueron analizados por citometria de flujo.

7.2.6. Determinacion de la presencia de proteinas en los fagosomas-PLGA

La presencia de proteinas en los fagosomas-PLGA obtenidos a partir de DCs
diferenciadas desde precursores de médula ésea de un ratén BALB/c, se determiné
mediante citometria de flujo. Se utilizaron 10 pg de fagosomas-PLGA-Alexa-647
para estudiar las proteinas presentes en los fagosomas los cuales fueron
permeabilizados con el reactivo Cytofix Cytoperm siguiendo las instrucciones del
fabricante. Enseguida los fagosomas se incubaron por 30 min a 4°C con diferentes
anticuerpos diluidos en buffer de permeabilizacion (Perm Wash) dirigidos contra
protefnas de membrana presentes en las DCs, para esto se estudiaron las proteinas
MHC-I, MHC-II, CD80, CD86 y PD-L1. Luego de la incubacién con los anticuerpos, los
fagosomas se lavaron una vez con Perm Wash y fueron resuspendidos en 200 pl de

PBS para ser analizados por citometria de flujo.

7.2.7. Inyeccidn de fagosomas-PLGA alogénicos e inmunizacion de ratones
Ratones C57BL/6 fueron inyectados via intravenosa (i.v.) con 100 pg (u otras
dosis sefialadas en los resultados) de proteina total de fagosomas-PLGA obtenidos
de DCs diferenciadas de precursores de médula dsea de ratones BALB/c en 200 pl
de PBS 6 con 200 pl de PBS solo como control (dia 0). En el dfa 7 los ratones fueron
inmunizados de manera intraperitoneal (i.p.) con 107 esplenocitos provenientes de

un ratén BALB/c. Estos esplenocitos se obtuvieron perfundiendo el bazo de un
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animal con 10 ml de medio RPMI completo luego de lo cual se lisaron los glébulos
rojos incubando durante 5 min a temperatura ambiente con 1 ml de una buffer de
lisis de glébulos rojos. A continuacién, las células se llevaron a 10 ml con medio
RPMI completo y se centrifugaron a 600 x g por 7 min a 4°C. Finalmente, los
esplenocitos se resuspendieron y se dejaron a una concentracién de 107 células/200
uL de PBS.

Una segunda inmunizacién con esplenocitos provenientes de ratones BALB/c
fue realizada 7 dias después de la primera inmunizacién (dia 14), utilizando la
misma dosis de células. A los dias 0 y 21 del experimento, se obtuvo suero de los
animales inmunizados para evaluar los niveles de aloanticuerpos circulantes
mediante citometria de flujo (ver seccién 7.2.8). Los sueros se almacenaron en
alfcuotas a -20°C hasta su utilizacién. Al dfa 21, los ratones fueron sacrificados y se
obtuvieron los esplenocitos para determinar el nimero de LT alorreactivos

mediante ELISPOT (ver seccién 7.2.9).

7.2.8. Medicion de niveles de aloanticuerpos en sueros

Los sueros de los animales inmunizados (diluidos 1:40) se incubaron durante
30 min a 4°C con 5x105 esplenocitos obtenidos de ratones BALB/c (ver seccion
7.2.7) en un volumen final de 50 pl de medio completo. A continuacion, las células se
lavaron 3 veces con 1 ml de PBS + 2% FBS, centrifugando a 600 x gpor 7 mina 4°Cy
se incubaron con los anticuerpos anti-B220 y anti-Igs de ratén durante 20 min a 4°C.

Finalmente, las células se lavaron con 1 ml de PBS + 2% FBS y se analizaron los
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niveles de aloanticuerpos circulantes presentes en los sueros mediante citometria

de flujo.

7.2.9 ELISPOT

Se determiné mediante ELISPOT el ntimero de LTs alorreactivos que
producen IFN-y (kit BD ELISPOT Mouse IFN-y Set). Para esto, se agregd 100
uL/pocillo de anticuerpo de captura diluido 1:200 en Coating Buffer (incluido en el
kit) en una placa de 96 pocillos y se incubaron a 4°C por 16 hrs sobre papel
absorbente himedo. Posteriormente, los pocillos fueron lavados y se dejaron
bloqueando durante 3 h a temperatura ambiente con 200 pl/pocillo de medio RPMI
completo. Como células respondedoras (RC), se usaron 10° esplenocitos de los
ratones C57BL/6 inmunizados y como APCs se utilizaron 105 esplenocitos
irradiados (30 Gy) obtenidos de un ratén BALB/c, las cuales se cultivaron en 200 pL
de medio RPMI completo por triplicado. La utilizacién de APCs irradiadas permite a
las células cumplir con su funcién presentadora sin secretar citoquinas, asi la
medicién obtenida corresponde sélo a secreciéon de las RC. Como controles
negativos, se cultivaron RC y APCs por separado y ademaés se cultivaron RC de los
animales inmunizados con APCs irradiadas de un raton de la misma cepa
(C57BL/6). Luego de 20 h de incubacién a 37°C en 5% de COz, las placas se lavaron 3
veces con la solucién de lavado (PBS + 0,05% Tween-20) esperando 3 min entre
cada lavado. Después, se agregaron 100 pl/pocillo de anticuerpo de deteccion anti-
IFN-y biotinilado diluido 1:200 Assay Diluent 1x (provisto en el kit 5x, diluido con

agua desionizada) y se incubé a 4°C por 16 h, sobre papel absorbente hiimedo. Al
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dia siguiente, las placas se lavaron 4 veces con solucién de lavado, esperando 3 min
entre cada lavado, luego se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente en
ausencia de luz con 100 pl/pocillo de la proteina estreptavidina conjugada a la
enzima peroxidasa de rdbano (HRP) diluida 1:200 en Assay Diluent 1x.
Posteriormente, las placas se lavaron 3 veces con la solucién de lavado, 2 veces con
PBS y se incubaron en ausencia de luz con 100 pl/pocillo de la solucion con el
sustrato final {3-amino-9-etilcarbazol + H202). Las placas se lavaron 3 veces con
agua bidestilada y se dejaron secar destapadas durante 3 h a 37°C. Finalmente, se
determiné el niimero de spots utilizando el escaner A.EL.VIS ELISPOT y el software
Eli.Analyse V6.0. Los resultados representan el promedio de spots de los triplicados
de los cultivos (RC + APCs) restando la suma de spots de las RC y APCs cultivadas

por separado.

7.2.10. Analisis estadistico

Para determinar la distribucién normal de los datos se utiliz6 la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Cuando se compararon dos variables, se utilizé la prueba
estadistica de t-test para distribuciones normales y la prueba no paramétrica Mann-
Whitney en datos de distribucién no normal. Para andlisis multiparametricos de
datos con distribucién normal se utilizé la prueba de anélisis de varianzas de
ANOVA de una via con post test de comparacion multiple de Tukey, mientras que
para el andlisis de datos con distribucién no normal se utilizé la prueba de Kruskal
Wallis con post test de comparacion miiltiple de Dunns. Los datos son presentados

como el promedio * error estindar. Las diferencias fueron consideradas
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significativas si el valor de p<0,05. Para el analisis estadistico y la confeccién de los

graficos se utiliz6 el software GraphPad PRISM (GraphPad Software Inc.).
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8. RESULTADOS

8.1. Produccién de células dendriticas inmaduras para la generacién de
fagosomas.

Trabajos anteriores en nuestro laboratorio demostraron que precursores de
médula ésea cultivados 12 dias con el sobrenadante de la linea celular J558L, que
contiene GM-CSF e IL-10, generan DCs (Pino, 2005). En este cultivo se generan dos
tipos celulares: uno adherente y otro en suspension. A lo largo del cultivo, las células
de ambas fracciones van presentando variaciones en la expresién de moléculas de
coestimulacion y del MHC. Asi, las células en suspension presentan un estado mayor
de maduracién que las células adherentes. El anilisis de la capacidad de las dos

subpoblaciones de DCs de estimular LT, mediante una reaccién linfocitaria mixta,

proliferacion. De este trabajo se concluyd que el estado de maduracién de ambos
tipos de DCs es insuficiente para estimular a los LT, por lo tanto, ambas fracciones
pueden ser consideradas como DCs inmaduras (Pino, 2005).

Para efectos de este Seminario, se cultivaron células precursoras de médula
osea en presencia del sobrenadante de la linea celular J558L, durante 12 dias y
luego determinamos el fenotipo (células en suspensién y adherentes en su
conjunto), mediante citometrfa de flujo. En la Figura 1 se observa que el cultivo
celular contiene aproximadamente un 75% de DCs, definido por la expresién del

marcador CD11c y determinado por la sumatoria de los cuadrantes superiores

derecho e izquierdo de los gréficos. Respecto de la expresion de moléculas del MHC-

|
demostré que se necesitan cuatro DCs por cada LT para lograr un 70% de
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11 (I-Ad), observamos que existen proporciones similares de DCs con baja (40,5%) y
alta expresion (30,2%) de moléculas del MHC-II, determinado por los cuadrantes
superiores izquierdo y derecho respectivamente del grafico CD11c versus I-Ad. La
expresion de las moléculas de coestimulacién CD80, CD83, CD86 y CD40 en general
es muy baja existiendo una pequeiia fraccion (<6%) de células positivas para estos
marcadores, determinado por el cuadrante superior derecho de los respectivos
graficos. La baja expresion de las moléculas de coestimulacién indica la incapacidad
de estas células para activar a los LT, sugiriendo que desencadenardn mecanismos
de tolerancia en vez de inmunidad. Con respecto a los ligandos para PD1 la
expresion de PD-L2 es heterogénea {49,3% y 21,7%, para alta y baja expresion
respectivamente) similar a lo que ocurre para las moléculas MHC-II, mientras que
PD-L1 se encuentra fuertemente expresado en la mayoria de las DCs (57,1%),
determinado por el cuadrante superior derecho de este grafico. Estos resultados
confirman el fenotipo inmaduro de las DCs utilizadas para la generacion de

fagosomas.
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Figura 1. Fenotipo de células dendriticas inmaduras. Células precursoras de
médula ésea de ratones BALB/c fueron cultivadas en presencia del sobrenadante de
la linea celular J558L durante 12 dias. Luego se determind el fenotipo de las DCs por
citometria de flujo descartando las células muertas por tincién con el colorante vital
PI. Se analiz6 la expresion de moléculas MHC-II (I-Ad), moléculas de coestimulacion
(CD80, CD83, CD86 y CD40) y ligandos para PD1 (PD-L1 y PD-L2). Fenotipo

representativo de todos los cultivos de DCs obtenidos.

28




8.2. Comparacién del shock osmético y la lisis mecanica para generar
fagosomas.

Después que las DCs inmaduras fagocitaron las microesferas de PLGA se
probaron 2 protocolos para la obtencién de los fagosomas: shock osmético y lisis
mecinica de las células. La obtencién de fagosomas mediante shock osmético
consiste en disminuir a la mitad los sclutos del medio para generar un shock hipo-
osmético, liberando los fagosomas al medio. La lisis mecénica consiste en pasar las
células varias veces por una aguja, de modo de ir rompiendo las células y liberando
los fagosomas al medio. Finalmente, independiente del método de lisis utilizado, los
fagosomas son separados de los restos celulares por centrifugacion.

El nivel de pureza de las fracciones de fagosomas obtenidas por medio de los
dos métodos se analizd por citometria de flujo. Para esto, en la generacion de
fagosomas se utilizaron microesferas de PLGA acopladas al fluoréforo Alexa 647. La
Figura 2 muestra una comparacidn de los dos métodos de obtencién de fagosomas.
Claramente la lisis por shock osmético (Figura 2A) genera una fraccién de
fagosomas considerablemente mas enriquecida comparada a la lisis mecdanica
(Figura 2B), determinado por un 75,9% versus un 19,5%, respectivamente, lo que se
traduce en una fraccion de 3,9 veces mdas pura. Por lo tanto, las siguientes
preparaciones de fagosomas fueron generadas utilizando el protocolo por shock

osmaotico.
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Figura 2. Obtencion de fagosomas por shock osmético y lisis mecanica. DCs
inmaduras se incubaron con microesferas de PLGA por 90 min, luego se lisaron por
ambos métodos: lisis por shock osmético (A) y lisis mecanica (B). Se utilizaron
microesferas de PLGA-Alexa 647, lo cual permite un andlisis directo por citometria
de flujo. SSA: side scattered area. Andlisis representativo de todas las preparaciones

de fagosomas realizadas.
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8.3. Estandarizacién del tiempo dptimo de fagocitosis.

Dado que los fagosomas son obtenidos a partir de las DCs inmaduras despueés
de la fagocitosis de particulas de PLGA, determinamos el tiempo éptimo de
fagocitosis en el cual se obtiene el mayor porcentaje de fagosomas. Para esto
marcamos las DCs inmaduras con el colorante fluorescente PKHZ26, previo a la
fagocitosis de microesferas de PLGA. Luego, las DCs marcadas fueron incubadas con
microesferas de PLGA-Alexa-647 utilizando diferentes tiempos de fagocitosis a 37°C
(90, 120, 150 y 180 min). Luego de la incubacién por diferentes tiempos, las DCs
fueron lisadas por shock osmotico y posteriormente se analiz6 el porcentaje de
particulas doble positivas para Alexa-647 y PKH26 por medio de citometria de flujo.
Como control negativo de la fagocitosis se realizé el mismo experimento a 4°C,
donde se espera que las DCs no fagociten microesferas de PLGA, obteniéndose no
mas de 2,5% de particulas dobles positivas. En la Figura 3 se observa que la mayor
produccién de fagosomas se obtuvo con 120 min de fagocitosis (33%), siendo
mayor que el porcentaje de fagosomas obtenidos con 90, 150 y 180 min de
fagocitosis (aproximadamente 21% en todos los casos). En base a estos resultados la
fagocitosis de las particulas de PLGA se realizé durante 120 min para la produccion

de fagosomas.
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Figura 3. Estandarizacion del tiempo 6ptimo de fagocitosis. Las DCs inmaduras
obtenidas después de 12 dias de cultivo, fueron marcadas con PKH26 e incubadas a
37°C 0 4°C con microesferas de PLGA Alexa-647 por los tiempos sefialados. Después
de la incubacion, las células fueron lisadas por shock osmético y se evalud por
citometria de flujo, el porcentaje de particulas doble positivas para Alexa-647 y
PKH26. El andlisis fue realizado a partir de la regién determinada en el grafico
superior. SSA: side scattered area. Experimento representativo de dos experimentos

independientes.
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8.4. La fagocitosis no altera el fenotipo inmaduro de las DCs.

Nuestra hipétesis plantea que los fagosomas obtenidos a partir de DCs
inmaduras serdn capaces de disminuir la respuesta inmune. Por lo que es
importante demostrar si las DCs que han fagocitado las microesferas de PLGA
durante 120 min y con las cuales se producen los fagosomas siguen manteniendo
sus propiedades tolerogénicas, determinado por su fenotipo inmaduro. Por lo tanto,
incubamos las DCs con las microesferas de PLGA siguiendo el protocolo para la
generacion de fagosomas y una vez terminado el perfodo de la fagocitosis, las células
fueron lavadas para eliminar el exceso de microesferas de PLGA no fagocitadas.
Luego las DCs se incubaron con anticuerpos para la deteccién de moléculas del
MHC-II (I-Ad), moléculas de coestimulacién (CD86) y ligandos para PD1 (PD-L1).
Posteriormente, se analizé por citometria de flujo el estado de maduracién de las
DCs. Como fenotipo control de este experimento, DCs inmaduras provenientes del
mismo cultivo fueron sometidas al tratamiento de incubaciones y lavados, pero sin
las microesferas de PLGA. Se espera que el fenotipo de las DCs que han fagocitado
microesferas sea similar al control (Figura 4A). Analizando el cuadrante superior
derecho de los gréficos (Figura 4A y 4B) se observa que el proceso de fagocitosis de
microesferas de PLGA (Figura 4B) no produce ningtin cambio en la expresion de las
moléculas del MHC-II (25,7% sin microesferas y 27,9% con microesferas), de las
moléculas coestimulatorias CD86 (3,6% sin microesferas y 3,3% con microesferas),
ni del ligando para PD-1, PD-L1 (34,4% sin microesferas y 33,4% con microesferas).
Estas observaciones nos permiten concluir que los fagosomas son efectivamente

generados a partir de DCs inmaduras.
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Figura 4. La fagocitosis no altera el fenotipo inmaduro de las DCs. Las DCs
inmaduras obtenidas después de 12 dias de cultivo, fueron incubadas a 37°C por
120 min en ausencia (A) o presencia (B) de microesferas de PLGA. El exceso de
microesferas de PLGA fue eliminado por centrifugacion y el fenotipo de maduracion

de las DCs fue evaluado por citometria de flujo. Experimento representativo de dos

experimentos independientes.
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8.5. Los fagosomas obtenidos por shock osmotico poseen membranas y
proteinas que provienen de las DCs inmaduras.

Los fagosomas son definidos como vesiculas en las cuales se internalizan
microorganismaos, pero en este caso ios fagosomas corresponden a microesferas de
PLGA rodeada de membrana plasmatica que proviene de las DCs inmaduras. Con el
objetivo de confirmar estas caracteristicas en los fagosomas producidos con las
microesferas de PLGA, se demostré la presencia de membrana plasmatica y de
proteinas proveniente de las DCs. La presencia de membrana se analizé marcando
los fagosomas con PKH26. Mientras que, para estudiar la presencia de proteinas
especificas en los fagosomas, éstos fueron permeabilizados y luego incubados con
diferentes anticuerpos dirigidos contra moléculas de superficie presentes en las DCs
como las moléculas del MHC-I y MHC-II (H-2Kd e I-Ad, respectivamente}, moléculas
coestimulatorias (CD80, CD86) y ligando para PD1 (PD-L1), para luego analizarlos
por citometria de flujo. En la Figura 5 se puede observar que los fagosomas
generados por shock osmético presentan membrana (Figura 5A), moléculas del
MHC-I (H-2Kd) y MHC-II (I-Ad) (Figura 5B}, moléculas coestimulatorias como CD80,
CD86 y moléculas ligandos para PD1, PD-L1 (Figura 5C) proveniente de las DCs

inmaduras, confirmando la naturaleza y caracterfsticas de los fagosomas generados.
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Figura 5. Los fagosomas obtenidos por shock osmoético presentan membrana
plasmatica y proteinas provenientes de las DCs inmaduras. Los fagosomas
fueron generados por shock osmético de DCs inmaduras, obtenidas después de 12
dias de cultivo, que fagocitaron microesferas de PLGA Alexa 647+. Los fagosomas
generados fueron analizados para la presencia de membrana plasmatica mediante la
tincion con PKH26 (A) y para la presencia de proteinas proveniente de las DCs con
anticuerpos dirigidos contra moléculas del MHC (B), asi como también moléculas de
coestimulaciéon y ligando para PD1 (C). Experimento representativo de 3

experimentos.
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8.6. Los fagosomas alogénicos disminuyen la respuesta inmune humoral en
ratones C57BL/6.

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que los fagosomas
tienen propiedades tolerdgenicas, lo cual fue observado en experimentos in vitro e
in vivo (Ramirez, 2009; Silva, 2011). En uno de estos experimentos se estudio el
efecto de la incorporacién de fagosomas en las DCs in vitro y los resultados
indicaron que la administraciéon de aloantigenos en forma de fagosomas no inducia
la activacidn de las DCs y ademas no producia cambios en el patron de secrecion de
citoquinas (Ramirez, 2009). Por otro lado, se estudié la distribucién de los
fagosomas en diferentes 6rganos al ser inyectados via iv. y se observd que la
incorporacion de fagosomas-PLGA alogénicos in vivo no indujo la activacién de las
células CD11c* que los fagocitan (Silva, 2011). Estos resultados fueron obtenidos
con fracciones de fagosomas producidas por lisis mecanica, donde solo un 20% de
las particulas son efectivamente fagosomas, siendo el resto en gran parte desechos
celulares (ver Figura 2). Se sabe que los desechos celulares producen atraccién de
células inmunes y en consecuencia de esto se genera inflamacion, Por lo tanto, los

fagosomas puros podrian producir un efecto supresor de la respuesta inmune mas

potente in vivo.

La respuesta inmune humoral alogénica se evalia por la cantidad de
aloanticuerpos circulantes en el suero. Para esto, los fagosomas fueron utilizados
para administrar aloantigenos a ratones de un haplotipo diferente para las
moléculas MHC. Los fagosomas obtenidos en este Seminario fueron administrados 7

dias antes de inmunizar los ratones con esplenocitos alogénicos. Para esto, 100 pg
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de fagosomas-PLGA obtenidos a partir de DCs diferenciadas de precursores de
médula 6sea provenientes de un ratén BALB/c, fueron inyectados a ratones
C57BL/6 (dia 0) de manera iv. A los dfas 7 y 14 los ratones C57BL/6 fuercon
inmunizados con esplenocitos de ratones BALB/c. Siete dias después de la tltima
inmunizacién se midieron los niveles de aloanticuerpos circulantes en suero por
citometria de flujo. Los resultados indican que el pre-tratamiento con fagosomas-
PLGA alogénicos disminuyé de manera significativa los niveles de aloanticuerpos en
el suero de los ratones C57BL/6 tratados. Asi, el grupo de ratones que recibié pre-
tratamiento con fagosomas alogénicos posee una intensidad media de fluorescencia
(IMF) que alcanza un valor promedio de 808,1 + 159,7, mientras que en el grupo de
ratones inmunizados sin tratamiento previo con fagosomas-PLGA, posee una IMF de
1.733,0 £ 242,2 (Figura 6). Estos valores representan un 53% de reduccion de los
niveles de aloanticuerpos circulantes y demuestran que los fagosomas alogénicos

producen in vivo una disminucién de la respuesta inmune alogénica humoral.
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Figura 6. Pre-tratamiento con fagosomas alogénicos disminuyen la secrecién
de aloanticuerpos. Andlisis por citometria de flujo de los sueros de ratones
C57BL/6. Estos ratones fueron tratados con y sin fagosomas-PLGA obtenidos de DCs
diferenciadas a partir de precursores de médula d6sea de ratones BALB/c e
inmunizados dos veces con esplenocitos de ratones BALB/c. n: niimero de ratones
por grupo. IMF: Intensidad media de fluorescencia. Los resultados representan el
promedio de los datos * SEM. (Mann Withney test: **p=0,0061}.
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8.7. Los fagosomas alogénicos disminuyen la respuesta inmune celular en
ratones C57BL/6.

Con el objetivo de determinar el efecto de la administracién de fagosomas
alogénicos en la respuesta inmune celular, determinamos mediante ELISPOT para
IFN-y el ntimero de LT aloreactivos presentes en el bazo de los ratones que
recibieron o no fagosomas alogénicos como pre-tratamiento. El protocolo de
incorporacién de fagosomas e inmunizacién es el mismo utilizado anteriormente
para determinar el efecto en la respuesta inmune humoral. El mismo dia que se
evalud la respuesta humoral, los ratones fueron sacrificados y los esplenocitos de
los ratones C57BL/6 tratados con o sin fagosomas se co-cultivaron en presencia de
APCs previamente irradiadas de un ratén BALB/c. Los resultados muestran que el
pre-tratamiento con fagosomas alogénicos disminuyé de manera significativa el
ntimero de LT aloreactivos al compararlo con el grupo experimental en el cual no se
administraron fagosomas previo a la inmunizacién (Figura 8). El nimero de spots
promedio fue de 50,8 * 15,1 en el grupo de ratones tratados con fagosomas previo a
la inmunizacién comparado con 148,4 % 21,3 spots en el grupo sin pre-tratamiento.
Por lo tanto, el pre-tratamiento con fagosomas disminuye en un 66% el nimero de
LT aloreactivos. Estos resultados sugieren que el pre-tratamiento con fagosomas-
PLGA alogénicos, obtenidos por shock osmético, disminuye tanto la respuesta

inmune humoral como celular.
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Figura 7. La administracién de fagosomas alogénicos inhibe la respuesta
inmune celular. Cuantificacién mediante ELISPOT de LT secretores de IFN-y en
esplenocitos de ratones C57BL/6. Estos ratones fueron tratados con y sin
fagosomas-PLGA obtenidos de DCs diferenciadas a partir de precursores de médula
osea de ratones BALB/c e inmunizados dos veces con esplenocitos de ratones
BALB/c. n: nimero de ratones por grupo. Los resultados representan los valores
promedio de spots de pocillos en triplicado * SEM luego de la sustraccion de la

produccién espontinea de IFN-y. (t-test no pareado: **p=0,0023).
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8.8. Efecto de la dosis de fagosomas en la produccién de tolerancia inmune.
Con el objetivo de determinar si es necesaria una dosis especifica de
fagosomas para generar tolerancia, se estudié el efecto de diferentes dosis de
fagosomas. Se utiliz6 el mismo protocolo de pre-tratamiento con los fagosomas e
inmunizacién con esplenocitos para evaluar la respuesta inmune humoral y celular.
Se analizaron 3 dosis de fagosomas: 1, 10 y 100 pg. Las Figuras 8 y 9 muestran que
dosis menores a 100 ug de fagosomas-PLGA alogénicos no producen una
disminucién significativa de la respuesta inmune humoral ni celular. No se
estudiaron cantidades superiores a 100 pg de fagosomas ya que en un trabajo
anterior (Silva, 2011) se demostré que al duplicar la cantidad de fagosomas, se
produce inmunidad en vez de tolerancia. Debido a lo complejo de la realizacién de

este experimento y al alto nlimero de animales requeridos, sélo se analizaron las

cantidades de fagosomas descritas anteriormente.
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Figura 8. Dosis respuesta de fagosomas en la respuesta inmune humoral.
Analisis realizado mediante citometrfa de flujo de sueros de ratones C57BL/6. Estos
ratones fueron tratados con o sin fagosomas-PLGA obtenidos de DCs diferenciadas a
partir de precursores de médula dsea de ratones BALB/c e inmunizados dos veces
con esplenocitos de ratones BALB/c. n: niimero de ratones por grupo, IMF:-

Intensidad media de fluorescencia, ns: no significativo. Los resultados representan

el promedio de los datos + SEM. (Kruskal Wallis, Dunns post-test: *p=0,0294).
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Figura 9. Dosis respuesta de fagosomas en la respuesta inmune celular.
Cuantificacién de células secretoras de IFN-y mediante ELISPOT en esplenocitos de
ratones C57BL/6. Estos ratones fueron tratados con o sin fagosomas-PLGA
obtenidos de DCs diferenciadas a partir de precursores de médula 4sea de ratones
BALB/c e inmunizados dos veces con esplenocitos de ratones BALB/c. n: nimero de
ratones por grupo, ns: no significativo. Los resultados representan los valores
promedio de spots de pocillos en triplicado + SEM luego de la sustraccion de la

produccidn espontanea de IFN-y. (ANOVA una via, Tukey post-test: **p<0,01).

44




9, DISCUSION

Las DCs son importantes para el sistema inmune ya que son las tinicas células
capaces de activar LT virgenes y, por lo tanto, iniciar una respuesta inmune
adaptativa. Sin embargo, en este evento pueden inducir dos procesos
completamente opuestos como lo son la inmunidad y la tolerancia. La generacién de
inmunidad o de tolerancia depende del estado de activacion de las DCs. Asi, cuando
las DCs presentan alta expresion de moléculas del MHC, de moléculas
coestimulatorias y secretan citoquinas inflamatorias, éstas generan inmunidad.
Mientras tanto la tolerancia se genera en un ambiente no inflamatorio, el cual se
traduce en un fenotipo inmaduro que se caracteriza por la baja expresién de
moléculas del MHC, de moléculas coestimulatorias y secrecién de un patrén de

citoquinas tolerogénicas (Ureta y col,, 2007; Mueller, 2010).

Debido a estas importantes propiedades de las DCs, ellas constituyen un
blanco importante para desarrollar terapias celulares que permitan disminuir o
prevenir el rechazo de un injerto, limitar la enfermedad del injerto contra el
huésped (GVHD) o para tratar desérdenes autoinmunes (Morelli y Thomson, 2007).
En todos estos casos se espera que las DCs sean capaces de desplazar la respuesta
inmune hacia la produccién de tolerancia antigeno-especifica, contra los

aloantfgenos del donante en el caso de trasplante.

Los LT virgenes necesitan reconocer el complejo péptido-MHC presente en
las DCs para ser activados. Este proceso debe ser acompafiado por la interaccion de
moléculas coestimulatorias presentes en las DCs con ligandos presentes en los LT
(Wood y Goto, 2012). Por su parte, las DCs tolerogénicas se caracterizan por tener
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menores niveles de expresion de moléculas coestimulatorias. Debido a esto, las DCs
tolerogénicas presentan antigenos en sus moléculas del MHC a LT especificos, pero
no liberan adecuadamente las sefiales coestimulatorias para que se activen y
proliferen los LT. Como consecuencia de esta presentacién antigénica “incompleta”
esta interaccién puede generar tres procesos: 1) la eliminacién de los LT por Ia
activacién de un programa de muerte celular programada o apoptosis, 2} anergia en
los LT, estado caracterizado por la no respuesta ante la estimulacién con antigenos,
o 3) la generacién de LT reguladores (Morelli y Thomson, 2007) que tienen por
funcién controlar a los LT auto-reactivos que escapan a la seleccién timica (Moser y

Animale, 2003; Sykes, 2007).

Se ha reportado que en un individuo existe aproximadamente un 10% de LT
aloreactivos de la poblaci6n total de LT, capaces de reconocer aloantigenos y que
son responsables del rechazo del trasplante. Una estrategia efectiva para controlar
los LT alogénicos es la produccién de LT reguladores alogénicos. Por lo tanto, en
este Seminario de Titulo desarrollamos una estrategia de entrega de aloantigenos en
un contexto no inmunogénico, de modo que el antigeno sea procesado y presentado

en un ambiente que genere tolerancia.

Para realizar esto utilizamos DCs inmaduras caracterizadas previamente en
el laboratorio (Pino, 2005). Las DCs son generadas a partir de células precursoras de
médula dsea y son diferenciadas con el sobrenadante de la linea celular J558L que
contiene GM-CSF e IL-10. Asi, estas células sélo son capaces de estimular LT
alogénicos cuando la proporcién de DCs en relacién a los LT es muy alta (Pino,
2005). Las caracterfsticas de estas células se muestran en la Figura 1. Las DCs tienen
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baja expresion de moléculas del MHC-II, baja expresion de las moléculas
coestimulatorias (CD80, CD83, CD86 y CD40) y ademas expresan ligandos para PD1

como PD-L1 y PD-L2.

Se ha demostrado que la deplecién de PD1 resulta en una profunda y
compleja destruccién autoinmune, mientras que el bloqueo de la interaccién PD1-
PD-L1 acelera el desarrollo de la diabetes autoinmune (Fife y col, 2009). Estos
resultados sugieren un papel tinico para PD1 en la mantencién del estado anérgico
de los LT (Fife y col., 2006). Por lo tanto, la alta expresion de PD-L1 presente en la
mayoria de las DCs utilizadas en este trabajo, junto a la baja expresién de las
moléculas de coestimulacién (CD80, CD83, CD86 y CD40) (Figura 1) sugieren que

las DCs liberaran mecanismos de tolerancia en vez de inmunidad.

La estrategia para entregar antigenos consisti0 en generar vesiculas que
llevaran proteinas de las DCs tolerogénicas. Para esto, DCs inmaduras fagocitaron
microesferas de PLGA y por medio de shock osmético fueron liberadas vesiculas
fagociticas, que denominamos fagosomas. Los fagosomas purificados se utilizaron
como vehfculos de carga de antigenos en el contexto de la presentacion antigénica.
Existen algunos trabajos donde generan fagosomas utilizando particulas de latex, en
vez de microesferas de PLGA (Griffith, 2003; Ackerman y col,, 2003; Ureta 2007). La
ventaja de las microesferas de PLGA es que éstas se encuentran aprobadas por la
FDA para uso en humanos en la liberacién de drogas. El PLGA es un co-polimero
sintetizado por la unién, mediante enlaces éster, de dos mondmeros distintos: acido
glicélico y 4cido lactico. Este co-polimero es un material biodegradable ya que en el

organismo se rompen las uniones éster en presencia de agua y se liberan los
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monomeros originales, los cuales son subproductos de varias vias metabélicas del
organismo bajo condiciones fisiolégicas normales (jain, 2000; Bhardwaj y col., 2008;

Jhunjhunwala y col., 2009).

En este trabajo comparamos la obtencién de fagosomas por shock osmético o
por lisis mecanica. Nuestros resultados demostraron que el shock osmético genera
fracciones de fagosomas aproximadamente cuatro veces mas enriquecidas
comparado a la lisis mecdnica (Figura 2). Ademas la lisis por shock osmético mejora
la reproducibilidad de los resultados ya que el protocolo no depende del

manipulador.

Por otro lado, el protocolo de obtencién de fagosomas fue optimizado
logrando un mayor porcentaje de fagosomas al aumentar el tiempo de fagocitosis a
120 min (Figura 3). Asimismo, observamos que la incubacién de las DCs con las
microesferas durante 150 min y 180 min no mejora la produccién de fagosomas. Es
posible que estos tiempos de fagocitosis sean suficientes para que las DCs
comienzen a morir una vez que han fagocitado las microesferas, generando
finalmente una cantidad inferior de fagosomas a la obtenida con un menor tiempo

de fagocitosis.

De manera importante, comprobamos que el fenotipo inmaduro de las
células se mantuviera después de la fagocitosis, asegurando que los fagosomas son
derivados de células con caracteristicas tolerogénicas. Este aspecto fue importante

evidenciarlo, ya que la alta capacidad fagocitica esta relacionada con las DCs

inmaduras, pero se ha demostrado que estas se activan cuando el péptido fagocitado




es reconocido como extrafio (Figura 4) (Ezzelarab y Thomson, 2011; Griffith y col,,

2007; Guermonprez y col,, 2002; Meijerink y col,, 2012).

En la caracterizacion de los fagosomas comprobamos que estos
correspondieran a microesferas de PLGA rodeadas de membranas con proteinas
provenientes de las células que las fagocitaron. Para esto evaluamos la presencia de
membrana plasmética y protefnas especificas relacionadas con la presentacion de
antigenos (Figura 5). Con esto, confirmamos la descripcion de los fagosomas como

vehiculos de carga de antigenos (Ureta y col., 2007; Ramirez, 2009; Silva, 2011).

El efecto de los fagosomas previamente caracterizados fue evaluado en la
respuesta inmune in vivo. Para esto, los fagosomas fueron aplicados como pre-
tratamiento a la inmunizacién con esplenocitos alogénicos. La respuesta humoral y
celular fue medida en ratones que fueron pre-tratados con fagosomas alogénicos.
Nuestros resultados demuestran que los fagosomas son capaces de disminuir
significativamente la respuesta inmune humoral y celular en més de un 50%
(Figuras 6 y 7). Esta disminucion en la respuesta inmune sugiere que los fagosomas
generados mediante este protocolo pueden servir como una herramienta apropiada
para ayudar a disminuir la respuesta inmune. Esta estrategia utilizada en conjunto
con otras que produzcan inmunosupresién podria generar cambios ain mas

considerables en la tolerancia a los trasplantes.

Por otra parte, no fue posible demostrar un efecto in vivo de dosis-respuesta

a las dosis de fagosomas estudiadas (Figuras 8 y 9). Problemas en la disponibilidad

de ratones impidieron la realizacion de los experimentos con dosis entre 10 y 100




ug de fagosomas, la utilizacién de este rango en la cantidad de fagosomas permitiria
obtener un efecto dosis respuesta como ocurre con otros estudios donde se utilizan

exosomas o células apoptéticas (Théry y col., 2002; Shofner y col., 2007).

Con respecto al potencial clinico de los fagosomas-PLGA podemos mencionar
que la utilizacién de fagosomas-PLGA presenta una gran ventaja, ya que estos
pueden ser mantenidos por un tiempo prolongado a 4°C (aprox. 4 meses) hasta su

utilizacién, sin perder sus propiedades.

En relaci6n a los cultivos de las DCs inmaduras con las cuales se generan los
fagosomas, es importante mencionar que su pureza fue entre 75-80 % (Figura 1). Es
probable que si se pudieran enriquecer las DCs inmaduras podriamos mejorar la
eficiencia del tratamiento. Un método para purificar las células son las microesferas
magnéticas, que consiste en incubar las células con microesferas magnéticas
especificas, por ejemplo anti-CD11c, para luego adherirlas a la columna que contiene
un iman y finalmente eluir las células. En general, con este método se logran

purificaciones de hasta un 95%.

A pesar de que en este trabajo se mejoraron varias condiciones para la
obtencion de fagosomas, serfa interesante concentrar los fagosomas para estudiar
mayores dosis a las analizadas. En general, los fagosomas son generados con
particulas de latex que tienen el mismo tamario, por lo que es posible concentrar las
muestras de fagosomas utilizando gradientes de sacarosa (Desjardins y col,, 1994b;
Ureta y col., 2007). Sin embargo, en el caso de las microesferas de PLGA estas son de

tamafios heterogéneos, por lo tanto este método no es aplicable. Debido a la falta de
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muestras de fagosomas concentradas, en este trabajo no fue posible estudiar el
efecto de los fagosomas con dosis mayores a 100 pg debido a que el volumen a

inyectar superaba el indicado para los ratones.

Algunas estrategias usadas para entregar antfgenos son la utilizaciéon de
exosomas y células apoptdticas. Los exosomas son nanovesiculas que miden entre
50 a 100 nm derivadas de la membrana celular. Los exosomas son formados dentro
del compartimiento endocitico llamados cuerpos multivesiculares (MVB) y son
secretados al espacio extracelular por la fusién de los MVB y la membrana
plasmatica. Estas vesiculas son generadas a partir de diferentes tipos celulares como
mastocitos, LT, LB, DCs, macrodfagos y células tumorales (Théry y col., 2002; Morellj,
2006). Se ha observado, que ciertos exosomas permiten la generacién de LT
reguladores indicando su participacién en tolerancia (Wang y col, 2008). Otro
estudio muestra que una inyeccién de exosomas obtenidos a partir de DCs
inmaduras prolonga la sobrevida del injerto de corazén en ratas acompafiado de
una disminucién de la respuesta de los LT CD4+ anti-donante (Péche y col,, 2003;

Morelli y col., 2006).

Por otro lado, la eliminacién de células envejecidas ocurre mediante
apoptosis, proceso normal durante la embriogénesis, morfogénesis y mantencion de
la homeostasis en los tejidos (Morelli, 2006). Este proceso esti asociado a la
ausencia de inflamaciéon y a la liberacién de sefiales inhibitorias de las células

fagociticas del sistema inmune. Se ha demostrado ademds que células apoptéticas

inyectadas en forma iv. son rapidamente internalizadas por las DCs del bazo las




cuales presentan antigenos a LT, de manera importante en este proceso no se

induce lIa maduracién de las DCs (Iyoda, 2002; Morelli y col., 2003; Morelli, 2006).

A pesar de las evidencias sobre la funciones de los exosomas y células
apoptoticas en tolerancia, existen otros trabajos que muestran la capacidad de éstos
de estimular la respuesta inmune. Asi, se ha observado que exosomas derivados de
DCs pueden activar LT (Théry y col, 2002). Ademds los exosomas inducen una
potente respuesta antitumoral permitiendo la erradicacion del tumor (Andre y col,,
2002; Guermonprez y col., 2002; Morelli, 2006). Por otro lado, se ha observado que
DCs inmaduras que fagocitan células apoptoéticas estresadas resulta en un aumento
de la expresion de las moléculas coestimulatorias {CD80, CD86 y CD40) en la
superficie de las DCs, aumentando sus funciones inmunoestimulatorias y

permitiendo la activacién de los LT (Feng y col,, 2002).

En relacién a la presentacién de antigenos, en este estudio no se analizaron
los mecanismos moleculares asociados a la produccién de tolerancia inducidos por
la fagocitosis de los fagosomas. Seria importante investigar el tipo de presentacién
antigénica que resulta de la incorporacion de los fagosomas. Asimismo, determinar
si las proteinas de los fagosomas son presentadas por las DCs del receptor que han
fagocitado los fagosomas y/o si existe transferencia de membrana desde los
fagosomas hacia las DCs del receptor. La transferencia directa de membrana es un
mecanismo que recientemente se ha estudiado y propone que fragmentos de
membrana pueden ser directamente incorporados por otras células, incluyendo el
conjunto de proteinas que contenga este fragmento de membrana. Esto se podria
estudiar realizando un co-cultivo de DCs que no expresen moléculas de] MHC-II y LT
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virgenes del mismo haplotipo, junto con fagosomas de haplotipo diferente.
Analizando la activacién de los LT se puede comprobar que la presentacion
antigénica ha sido por transferencia de membrana desde los fagosomas hacia las
DCs, ya que constituyen la tinica posibilidad de presentacién del complejo péptido-
MHC hacia los LT. Se ha observado que los exosomas son capaces de transferir
fragmentos de membrana a las DCs, de presentar péptidos a los LT y estimular la

proliferacién de los LT (Théry y col., 2002).

Considerando que los fagosomas son los vehiculos de carga de antigenos
provenientes de las DCs inmaduras, surge la interrogante de por qué no usar las DCs
directamente, ya que estas llevaran los antigenos que estamos considerando. Hay
trabajos donde se logra la inducir tolerancia cuando las DCs tolerogénicas son
inyectadas en animales junto a drogas inmunosupresores (Mirenda y col, 2004). Por
el contrario, existen evidencias donde muestran que las DCs una vez inyectadas
pueden madurar y presentar antfgenos a LT del receptor provocando inmunidad
(van Kooten y col, 2011). Debido a esto, no existe la seguridad de que las DCs

inyectadas mantengan su fenotipo inicial.

Finalmente, pensando en una aplicacién de este seminario en relacién a los
trasplantes, serd necesario complementar este trabajo con ensayos en animales
donde se demuestre que los fagosomas ayudan en la aceptacién de trasplante de

piel.
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En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que los

fagosomas alogénicos derivados de DCs inmaduras constituyen una forma adecuada

de liberar aloantigenos de manera tolerogénica.




10. RESUMEN DE RESULTADOS
1. Las células dendriticas derivadas de precursores de la médula O6sea,
diferenciadas en presencia del sobrenadante de la linea celular J558L, poseen
un fenotipo inmaduro y tienen la capacidad de fagocitar microesferas de

PLGA.

2. La lisis osmética de las células dendriticas, que fagocitaron las microesferas
de PLGA, genera fracciones mds enriquecidas en fagosomas comparado a la

lisis mecénica.

3. La fagocitosis de microesferas de PLGA por las células dendrfticas inmaduras

no altera su estado de maduracion.

4. Los fagosomas generados a partir de celulas dendriticas inmaduras
presentan membrana plasmadtica y proteinas provenientes de estas mismas

células.

5. El tratamiento con fagosomas-PLGA alogénicos previo a la inmunizacién

disminuye la respuesta inmune humoral y celular in vivo.

11. CONCLUSION

En este trabajo se obtuvo un protocolo para la generacién de fagosomas
alogénicos que inhiben significativamente la respuesta inmune humoral y celular.

Este tipo de reactivo podria ser usado en trasplante como un complemento para

producir tolerancia antigeno-especifica.
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