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BIOGRAFIA

Nicolás Ruiz Tagle Phillips nació en Santiago de Chile el 9 de marzo de 1982. Desde

temprana edad se intereso en 1os animales ¡r las ciencias básicas, especialmente en la

quirxica- En la educación básica Nicolás siguió oon sus intereses siempre escogienclo los

ramos más cercanos a las ciencias. sabiendr¡ que su vocación y sus posteriores estudios

serian en ese campo. Luego en la eriucación media, se dio cuenta de los avances que estaba

teniendo un área nueva en la biologia, la lngeniería genética. A1 no ser como la biologia

c1ásica solamente descriptir.a, y poder realmente modifica¡ a seres vivos con propósitos

productivos, fue 1o que 1o motivo a estudiar Ingeniería en biotecnologia molecular en la

Universidad de Chile. A finales de su carrera se dio cuenta que para realmente hacer un

aporte en esta área debía pasar a la rnvestigación privacia, no seguil con un doctorado y

seguir la carrera académica, sino quc ir a empresas pnvadas y resolver problemas mediante

1a biotecnoiogía.
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ABREVIATURAS

Ag Antígeno

AR Artritis reumatoide

APC Célula presentadora de antígeno

BMDC Células dendríticas derivadas de médula ósea

CD40 Proteína integral de membrana ligando para CD40L

CD80 Molécula coestimtúadoraBT -2ligando para CTLA4

CD86 Molécula coestimrf adoraBT -2ligando para CD28

CIA Artritis inducida por colágeno tipo II

CII Colágeno bovino tipo II

DCs Célulasdendríticas

DCs/CII Células dendríticas pulsadas con colágeno

GM-CSF Factor estimulante de colonias granulocíticas y macrofágicas

HRP "Horseradish-Peroxidase"

IFN-y Interferón gamma

IL- 10 Interleuquina- 10

lL-12 Interleuquina-12

LT Linfocitos T

LPS Lipopolisacarido

OhLPS,DCs Células dendríticas sin estimulm con LPS.

4hLPS/DCs Células dendríticas estimuladas con LPS por 4 horas.

24hLPS,DCs Células dendríticas estimuladas con LPS por 24 horas

Treg LinfocitosTreguladoresCD4+CD25+Foxp3+

TLR Receptor tipo toI1
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RESUMEN

Las células dendríticas (DCs) constituyen un grupo heterogéneo de células presentadoras de

antígenos profesionales que juegan un papel fundament¿l en la respuesta inmune innata y

adquirida. Éstas tienen el potencial de promover ta¡to la fumunidad como la tolerurcia in

vivo. Se ha demostrado que el metabolismo del triptófaao, específicamente la habilidad de

degradar triptófano a quimrenin4 podría determinar el fenotipo inmunológico de estas

células. Recientemente en nuestro laboratorio se han obtenido DCs murinas que poseen

ciertas características tolerogénicas, como 1o son una alta secreción de citoqünas IL-10 y

TGF-P, aI ser maduradas con lipopolisacrírido (LPS) por 4 horas (4hLPS,DCs). Es más,

estas células al ser inyectadas en ratones artríticos, fueron capaces de modular

negativamente la enfermedad. Debido a estos antecedentes esta tesis se enfocó a determinar

si el metabolismo del triptófaao est¿i i¡volucrado o no en la habilidad supresora de las

4hLPS/DCs.

En este trabajo se estudió e1 rol del metabolismo del triptófano en la tolerancia inducida in-

vivo por 4hLPS/DCs. Paru amlizar el ro1 del metabolismo del triptófano se estudió 1a

expresión del gen Indo, que tra:scribe la enzima Indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO),

enzima que genera la primera reacción y limitante de la vía de las quinureninas, mediante

transcripción reversa acoplada a reacción en cadena de 1a polimerasa (RT-PCR). También

se observó la cantidad de proteína de la enzima (IDO) mediante westem blot. Por ultimo, se

generó un método mediante cromatograffa líquida de alta eficiencia, por el cual pudimos

determinar la concent¡ación de quinurenin4 metabolito del metabolismo del triptófano, a
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partir de meüo de cultivo de estas células, y así determinar la producción de quinurenina, o

actividad de la enzima IDO, en estas células.

Aquí demostramos que aunque el gen Indo es sobreexpresado en 4hLPS/DCs, esta

sobreexpresión no se corelaciona ni con la cantidad de proteína ni con 1a actividad de ésta,

ya que la cantidad de proteína y la producción de quinurenina no fue significativamente

diferente en estas células, comparadas con DCs inmaduras, sin estimular con LPS

(OhIPS,{DCs), o completamente maduras, estimuladas por 24 horas con LPS

(24hLPS,DCs). Pudimos demostrar que DCs derivadas de médula ósea son capaces de

secretar quinurenin4 refutando literatura sobre este tema, aunque los niveles detectados

(0,3-0,5pM) son muy bajos para ser considerados inmunológicamente relevantes. Se

determinó que las células secretoras de quinurenina son en efecto las DCs, ya que no se

detectó quinurenina en medios de cultivo de DCs no puriñcadas, ni en medios de células

CD1lc-, só1o se detectó en cultivos de células seleccionadas CDl lc*.

En este estudio se estableció que el efecto inmunorregulador ejercido por 4hLPS,/DCs, no

estaría dado por el metabolismo de1 triptófano, y que el mecanismo de su inmunosupresión

debe ser dilucidado en trabajo futuro, fuera del contexto de esta tesis.
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ABSTRACT

Dendritic cells @Cs) constitute a heterogenic group ofprofessional antigen presenting cells

(APCs) that play a key role in the immune rcsponse, both innate and adaptive. These cells

have the potential to promote both immunity and tolerance in vivo.lf has been proven that

tryptophan metabolism, specifrcally the ability to transform trlptophan to §nurenine, can

determine the immune pheno§pe of these cells. Recently in our laboratory we have

obtained murine DCs with tolerogenic characteristics, like high secretion of the cytokines

IL-10 and TGF-p, by matur¡ng these cells w¡th l¡popolysaccharide (LPS) for 4 hours

(4hLPS,DCs). Moreover, these ce1ls when injected in arthritic mice, were capable of

negatively modulating the disease. With this background this work focused on establishing

iftryptophan metabolism is involved on üe suppressive propefies ofthe 4hLPS/DCs.

In this work we studied the role of tryptophan metabolism in the tolerance irdtrced in-vivo

by the 4hLPS/DCs. For this we studied the expression of the gene Indo, gene that

transcribes the enzyme Indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) that generates the first and

limiting reaction of the kynurenine pathway, by reverse transcription attached to the

polymerase chain reaction (RT-PCR). We also observed the amount of protein IDO by

westem b1ot. Finally we generated a mettrod of high performance liquid cbromatography

that allowed us to determine the amount of kynurenine, metabolite of the tryptophan

metabolism, from the culture medium of DCs, permitting us to determine the production of

kynurenine and thus, activity of IDO in these cells.
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Here we demonstrated that although the gene Indo is overexpressed in 4hLPS/DCs, this

overexpression doesn't correlate with the amount of protein nor with the activity of the

enzyme, because the amount of protein and the production of kynurenine were not

significantly different in these cells compared with the unstimulated DCs (0h,/LPSIDCs), or

the cells stimulated for 24 hours with LPS (24hlLPS/DCs).

We were able to determine that the DCs derived from bone malrow are capable of

producing and secreting klnurenine, contradicting literature about this subject, although the

levels detected (0,3-0,5pM) are too low to be considered immunologically relevant. We

establish that the cells that sec¡ete kynurenine were in fact DCs, because no kynurenine was

detected in cultures of unpurified DCs or culture of CDllc- cells, we only detected

kl,nurenine in cultures of CD 1 1 ci cells.

In this study we established that the tolerance generated by the 4hLPS/D Cs in-vivo, is not

generated by the §ptophan metabolism, and that the mechanism for the immune

suppression of this cells remains to be established outside the context of this thesis.
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INTRODUCCIÓN

El sistema inmune tiene la función de proteger al organismo de entidades patogénicas

tanto externas como intemas. Los mecanismos que usa el sistema inmune para

deteminar que es patogénico y que no, no han sido completamente dilucidados. Lo que

se sabe es que dependiendo del contexto en que ocwre la presentación de antígenos por

una célula presentadora de antígenos (APC) a linfocitos T, el resultado inmunológico

puede llevar a tanto a inmunidad como a tolerancia. Dentro de las APCs, las células que

han cobrado mayor relevancia son las células dendríticas (DCs), debido a su

especialización en presentación antigénica y su habilidad de dar señales que puedan

cambiar el tipo de rospuesta hacia el antígeno que es presentando (Banchereau y col,

2000).

Las DCs constituyen un grupo heterogéneo de APCs, que derivan de múltiples linajes y

pueden encontrarse en distintas etapas de desarollo o activación. Éstas tienen el

potencial de promover tanto la inmunidad como la tolerancia in yivo, como también en

distintos modelos experimentales (Moser 2003).

Aunque todas las DCs derivan de precursores de medula ósea, rápidamente se

diferencian en distintos linajes que le dan a las diversas DCs sus características

especíñcas. Las DCs pueden ser aisladas de sangre u ótganos linfoides, o pueden ser

generadas in-vilro desde p¡ecursores hematopoyéticos. El fenotipo inmunogénico o

tolerogénico de las DCs depende de la subpoblación a que pertenece, estado de

maduración y plasticidad funcional (Fig1) (Mellor & Munn 2004).
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f'igura l: El pool heterogéneo de células dendríticas (DC) htegra señales tarto del sistema

inmu¡e innato como adquirido, ambos sistemas contribuyen con señaies que gatilian e1 resultado

inmunológico. 'ranto para la tolerancia como para 1a inmunogenicidad. Figura obtenida de Nature

Reviews Lnmunology 2004 4: 762-174.

-§e considera DCs inmunogénicas a células con alta expresión de molécuias ct>

estimuladoras (CD86. alD80, CD40). alta cxpresión de la citoquina inflamatoria

interleuquina- 12 (IL)-12 y Ia habilidad de expandir a linfocitos T (LT) efeotores. Las

DCs tolerogénicas tienen Ia hahilidad de promover apop¡osis o anergia de céiulas T

efectoras ylo oxpandir o gencrar cé1ulas reguladoras naturales (Treg). Se caracterizan

por tener una baja expresión de moléculas cc¡estimuladoras, baja expresión de IL-12,

alta p¡oducción de la citoquina anti-inÍ'iamaloria IL-10. y recientemente descnto.

actividad de la enzima indoleamina 2,3- dioxigenasa (lDO) (Mello¡, 2005).

Spócl¡l¡réd DC ar]b¡é13
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IDO es una enzima que degrada el anillo indol del triptófano, serotonina y melatonina, e

inicia 1a producción de metabolitos inmunoreguladores, conocidos colectivamente como

quinureninas. Además de IDO, existe otra enzima que cataliza 7a misma reacción y

limitante de la vía de las quinureninas, llamada triptófano 2,ldioxigenasa (TDO)

(Mellor & Munn 2004). La expresión de TDO está principalmente confinada al hígado,

siendo constitutiva y no es regulada por señales del sistema inmure. En tanto, IDO es

expresada por diversos tipos celulares y tanto su expresión como actividad se encuentran

bajo una compleja regulación por señales inmunológicas (Fig2) (Mellor & Munn 2004).

/DO gene 2kb
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Figura 2: Los elementos de respuesta a la estimulacion con interferon (ISREs) son inductores de

Ja transcripcion de la indoleamina 2,3- dioxiganasa (IDO). Aunque no se han descrito represores

de la transcripcion, se infiere que existen tanto represores cis como trans, debido a que la
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induccion de IDO es del tipo celular específica. También se suponc que existen modificaciones

post traduccionales, que explicarían la existencia de la proteína inactiva. Ademas, existe una

regulación al nivel funcional, dada por el ensamblaje colt su grupo hemo, inhibiendo su sitio

activo. Figura obtenida de Nature Reviews lmmunology 2004 4:762-'7'14.

La proteína IDO es codificada por un gen con 10 exones, sobre una región de'15kbp de

DNA en el cromosoma 8 tanto en humanos como en ratón. La transcripción de este gen

se encuentra muy controlada, respondiendo a señales inllamatorias y confinadas a ur

cierto tipo de células. El promotor de este gen, tanto en ratón como en humanos,

contiene múltiples señales de respuesta a interf'erones tipo I (INF-o; INF-[3), y más

fuertemente a interferones tipo II (lFN-y) (Puccetti 2007). Por esto, varios tipos celulares

expresan la proteína IDO luego de ser estimulados con IFN-y. Sin embargo, esta enzima

es transcrita sin actividad funcional y solo presenta actividad en pocos tipos celulares

como las DCs CDSo* y algunas líneas tumorales al ser estimuladas con IFN-1 (Heyes y

col. 1997).

Creciente evidencia experimental confi na que el mecanismo IDO en DCs promueve la

inmunosupresión de linfocitos T, tanto en humanos (Temess y col. 2006) como en ratón

(Mellor y col. 2002; Mellor & Munn, 2003; Mellor & Munn, 2004). Adernás, DCs

mieloides con inducción lbrzada de IDO también adquieren propiedades reguladoras

(Yu y col. 2008).

En ratón se han identificado tres subgrupos de DCs con elevados niveles de expresión de

CDl lc (CDl lc high): DCs CD8cr*, DCs CD4*CD8- y DCs CD4-CD8', presentes en bazo

y ganglios linfáticos (Vrernec y col.2000). En condiciones norrnales las DCs CDSa+



constituyen entre el20-30yo de la población CDl lc high, se encuentran en un estado de

semi-maduración (expresión intermedia de moléculas co-eslimuladoras como CD86) y

residen en las áreas de linlbcitos T, rrientras que las poblaciones DCs CD8- se

encuentran inmaduras y residen principalmerfe en zonas marginales, migraldo haoia las

zonas T en respuesta a estimulación, sufriendo un proceso de maduración (Vremec y col.

2000).

Estas células al aislarlas p[esentan propiedades muy diferentes. Las DCs CDSon son

básicamente reguladoras, medida por su habilidad de generar apoptosis de linfocitos T

in-vilro, son IDO compelentes, ya que presentan la enzima con actividad luncional. Sus

propiedades tolerogénicas son dependientes de la actividad de la enzima IDO, ya que

tratando estas células con un inhibidot cornpetitivo de la enzima, el I rnetil-triptofano

( I -MT), pierden sus habilidades tolerogénicas (Fallarino y col. 2002).

Las DCs CDSa- por su parte, son básicamente inmunogénicas, no generan apoptosis de

linfbcitos T y no tienen actividad de la enzima IDO, medida por su habilidad de

degradar el aminoácido triptófano. Es más, el tratamiento con IFN-1, capaz de potenciar

el programa tolerogénico de DCs CD8' de una forma dependiente de IDO, es incapaz de

modificar la función inmunogénica de las células CD8- (Grohmann y col. 2000). A pesar

que la expresión del gen de IDO (rttdo) es estimulada por IFN-y en ambas sub-

poblaciones de DCs, y que se vio un aumento considerable en la cantidad de la enzima

en ambos linajes luego del tratamiento con IFN-y, solo las DCs CDSu* presentan la

actividad de esta enzima, medida por su habilidad de degradar triptófano a cluinurenina

(KYN) (Fallarino y col.2002). Posteriormente, se ha observado que la actividad IDO en



las DCs CDSo- es inducible, mediante su exposición a inmunoglobulina-CTlA4, una

forrna soluble del ligando de las'fregs, o a Tregs directamente (Fallarino y col. 2003).

En una serie de experimentos, resumidos en la Tabla 1, obtenida de Blood 2006 107:

2846-2854 (Orabona y col, 2006), se concluye que tanto citoquinas como receptores

influyen en el rcsultado inmunológico de estas DCs. CTLA-4 es capaz de revertir 1a

actividad basalmente inmunogénica de DCs CD8o- y potenciar actividad reguladora en

CDScr* in-vitro al unirse a los receptores 87 (CD80; CD86) en las DCs (Orabona y col.

2006; Mellor y col. 2004), y es capaz de revertir el rechazo inmunológico in-vivo al ser

inyectado en ratones en forma soluble CTLA-4-lg (Grohmann y co|.2002), mientras que

el receptor CD28 al unirse a los mismos receptores 87 genera un resultado opuesto,

confiriendo inmunogenicidad a las DCs CD8ü*. Similarmente, las citoquinas tales como

IFN-1 e IL-6, confiere propiedades tolerogénicas e inmunogénicas, al activar ó inhibir la

actividad de IDO, respectivamente.
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Táble 2. Functlonal program and IDO compelence ol muúne CDg-
and CD8. DCs subiecled to different types of tr€atment

'liypé of ln vtvd IDO
lrc¡tménl or¡lcom€ competeñéo Relerénces

CDe- DC eublel
Non6 lmmunily - Grohmam úd coll6ague!r,!,10

Orebóna 6t 6F
IFN-r lmmunily - Grohmánn et al.r2

FáIlariño 6l á113

lL-6 lmmuo¡ly' - Orabdlá .t da
CfLO4Jg Toleranoe + Grchmeññ ét al,e

Fallárino slal.rs
Oráboná 6t ál¿

CEzg.le t nm¡.¡ñily' - Orabdta at elii
CD8+ DC ¿ub.ét

Núr. ToLrañca - Grotmam a¡d coll€egues,e,lo

Ol¡bore ét aF
IFN-r isl6ranc6t + Grohman¡ aod colleagu€s.,0,12

Fallarino 6t ali3
lL.6 l¡narir.ltity - Grohmaañ ot al,lo OÉboña

a¡d colloaEr¡dr?
CTLG4.lg Tolárañc€i + Orabona et 6¡a
COA&lg lmrh(¡1ily - Oraboñod .hd odl6águ.srl,¿2

Dara lverécorntrléd lronl severa I p$Llic n¡ons iindical6d).
indi.ares ñ€gaivei +. po€ilive

'11.6 afd CD28-l! l.]rnforrg iire irnm(nogenic pDlertial oi CD8- OCs, $us
allorving lhese ce l5 !ó ov€rcorne the L¡rn¡unosupp¡€ssive Uop€ñtes al untreated
COÉ. Dcs

llFN-./ ánd CfLo'4-iSt r€iñlorc! the rolBro$qnic polgnlial !f CD§* DCi. lxrs
allo»rng lhe*e cells t..rverconrg tlrÉ ánhancei stinNlarory cápa,:ity ol C08- DCE
rreated with lL-6

Además, se ha observado que 1a unión del ligando de CD40 (CD40L) a CD40 en las

DCs, también afecta el metabolismo de1 triptófano y con é1, las propiedades

inmunológicas de las DCs, teniendo un efecto antagónico con el receptor CTLA-4

(Grohmann y col. 2003a). La unión de CD40L a CD40 gatilla la producción de elevadas

cantidades de IL-6 por las DCs, citoquina que reprime 1a actividad de la enzima IDO,

confiriendo inmunogenicidad a estas células (Grohmann y col. 2001b). Además, se pudo

establecer que la unión de CD40L a CD40 induce 1a transcripción de 1a enzima IDO en

DCs, pero a su vez IL-6 reprime su actividad. Se cree que la expresión de IDO por

CD40L se debe a un posible mecanismo inhibitorio de las DCs cuando estiin en un

'1



ambiente con un gran número de linlbcitos activados expresando CD40L. Así. este

mccanismo protegería de una posible sobre estimulación (Hwu y col. 2000).

Esta serie de experimentos ha pueslo de manifiesto que las DCs son capaces de adqr.ririr

señales a partir de sus moléculas co-estimuladoras. Estas moléculas se han estudiado

principalmente por su función de activar a los linfocitos T, pero ahora es claro que hay

una señalización bidireccional, comúnmente llamada señalización reversa.

Esla señalización reversa se refiere a una cascada de señales gatillada por la unión de

receptores en la DC con sus ligandos en los linfocitos T. Ésta se ha visto gatillada por la

unión de CD40 con CD40L, los receptores 87 (CD80; CD86) con CTLA-4 y también

con la unión de GITRL en la DC por GITR en linfocitos T (Puccetti & Grohmann 2007;

Grohmann y col. 2007; Murn y col. 2004), esta última señalización reversa también

activando a lDO. A este último evento, se le atribuye actualmente como el rnecanismo

por el cual los glucocorticoides generan inmunosupresión! ya que éstos inducen la

expresión de ambos con'eceptores, tanto de GITRL en la DC como de GITR en

linfocitos T (Crollnann y col. 2007).

La transducción de señales responsable de esta señalización revelsa se le conoce como

activación no-canónica de NF-xB, en la cual se produce translocación al núcleo del

activador transcripcional p52-REL-B y no de p50-REL-A, como lo sería en la vía clásica

o canónica. En el núcleo p52-REL-B es responsable de la transcripción de varios genes

que inducen un f-enotipo tolerogénico en las DCs, entre ellos la enzima IDO.

Con esta evidencia se postula que el mecanismo IDO es un mecanismo cent¡al en la

generación de tolerancia perilérica, capaz de auto mantenerse gracias a la señalización



revcrsa mediada por linfocitos T reguladores que expresan CTLA-4 y/o GITR. Además,

ligandos couro CD40L en linfocitos T activados activan el nrecanismo IDO en DCs, lo

que permite una retroalimentación negativa entre los linfbcitos T activados y las DCs,

indispensable para el balance inmunológico (Mellor & Munn 2008; Morelli & Thomson,

2007; Tas y col. 2007). El mecanismo no es simple, todos los factores que estimulan la

señalización reversa o activación no canónica de NF-rcB, tar¡bién activan la via canónica

de NF-rcB, la cual genera la producción de citoquir,as pro-inllamatorias como IL-6 que

inlibe la actividad de IDO (Flayden & Ghosh 2004). Hasta el rnomento no se sabe con

seguridad que otros láctores pueden estar alectando la inducción de una u otra vía en las

DCs.

Además de iFN-y, se ha dernostrado que otros compuestos pro-irflamator-ios estilnulan

la expresión de lrulo, colro es el lipopolisacárido (LPS) y potyl:C, así corno tan.rbión

citoquinas pro-inflamatorias como factor de necrosis tumoral (TNF) e IL-l (Babcock &

Cartin,2000; Robinson y co1. 2003; Irallarino & Puccetti 2006; Fujigaki y col. 2006;

Mcllroy y col. 2005), sin embargo, sorr incapaces por sí solos cle activar el mecanismo

IDO.

El mecanismo por e[ cual las DCs ]DO col petentes gene[an inn]rulosupresión son dos,

la privoción de triplóftuto y la pr<tduccióu de quinu'eninas inntunoregttlad<trus. La

actividad de [a enzima consulne el anrinoácido esencial triptófáno. que es censado por

los linfbcitos T al encontrarse la triptofanil{RNA sin su aminoácido, esto genera señales

de estrés que llevan a la anergia o apoptosis de los linfbcilos T (Fig. 3) (Mellor & Munn

2004). Además, los compuestos río abajo, o llamados colectivarncntc quinureninas,



ej ercen un rol directo en 1os linfocitos T. llevandolos a anergia o apoptosis (Belladonna

y col. 2006).

Figura 3: Mecanismos potenciales de inhibición de células T por células indoleamina 2,3-

dioxigenasa (IDO) competentes. El aumento de las moléculas río abajo, llamadas quinureninas

genera directamente la anergia de linfositos T, aunque el mecanismo por cual generan este efecto

se desconoce. Además, se ha detectado que disminuye la concentación del aminoácido esencial

triptófano, lo cual genera mecanismos de estress en los linfocitos T que llevan a la anergia y

aresto del ciclo celular. Figura obtenida de Nature Reviews Immunology 2004 4:762-774.

En un análisis de "microarray" se demostró que las DCs humanas, derivadas de

monocitos, regulan conjuntamente la expresión de Indo y otros genes de la via de las

quinueninas (Mcllroy y col. 2005), como son los genes Kmo, Kynu e Haao (Fig 4)

(Belladonna y col. 2006).
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Figura 4: Vía de las quinureninas en células de mamíferos. La indoleamina 2,3- dioxigenasa

(lDO) catatiza la prirnera reacción y lirnitante de la vía que lleva a la producción de metabolitos

inntunológicanrente relevantes. Figula obtenida de The Journal of Imrnunology 2006 177: 130-

t37.

Esto es relevante, dado que se ha demostrado que las DCs que no poseen IDO f'uncional,

expresan las enzimas necesarias para continuar con la vía metabólica río abajo.

Estas células pueden adquirir un fenotipo tolerogénico a través de la producción

paracrina de quinureninas por DCs IDO competentes (Belladorura y col. 2006). Incluso,

se ha demostrado que una minima población de DCs que expresan IDO pueden generar

una inmunosupresióll sistémica ln vlvo (Munn y col. 2004; Grollna¡n y col. 2000).

(Fig. 5) (Belladoma y col. 2006).
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Figura 5: Modelo de conrrrnicacjtirr c¡uz¿rcla erttle células dcudríticas (DCs) ¡ cólLrlas l. Células

intlolcanlina 2.3- clioxigenasa (lDO) cornpeterrtes (lDO ) por la activacior cott intcrferon gatnnta

(lFN-1) degladan triptrilano )' secrctan cluiuurenitta y llletabolitos río debajo de la vía. Estos

ltetabolitos (quitrulelilas) conllcreu habilidad irtutrrusuprcsota a t)Cs IDO iucotttpetentes (lDO

) quc lienen suprimida la actividad dc lDO. pero Ito del lesto tle l¿rs ettzilnas de la vía. Los

linfbcitos reguladorcs naturales ( l-r'egs) son nruy inrpoda,rtes eri gerler¿u un tlictoantbiente rico

cn ll"N-y rnediante Lrniou C'l'l-A-,l con el leceptor 87 cn DCs.'l'arrbién se sabe qLte cn atrtbiente

lico cn quinureninas 1 ba.io en triptófano se Benelan Tregs a paftir dc lirrfbcitt¡s T CD4 vírgenes.

por lo que se podria lonuar rnr circuilo de lel roalinrerrtac ion positira gatillada por IDO. Figtrltr

obtenida de Tlre Journal of Imnrunology 2006 117: 130-131.

Esto se debe a que Il"N-y incluce la lranscripciótr cle lorlas l¿rs enzimas dc la r,ía c1e las

c¡uir.rureninas en ambas subpoLrlac rtrnes CD8«* I C DSo'. pcro la enzima IDO posee

estricta regulaoión dc su ¿rctivid¿rcl. por lo tluc s(rlo se encuentra activa cn las células IDO

competcntes, .llle sorl las CDS[1*. Sin cmbargo" est¿r es la úuica enzinta clue tieue su

actividad rcguladzr, mientras el resto c1c ia vía se encuentla aotiva cn ¿rurbos liuaies
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(Belladonna y col. 2006). Dc esta lbmra, al suministrar a células IDO incompetentcs,

estimuladas con IFN-y, con quinurenina, metabolito río abajo de la r,ía de IDO, es capaz

de ser metabolizado. confiriendo propiedades imnur.rosupresoras a est¿rs células IDO

in{.rompetenles (I}elladonna y col. 2006).

Las enfermedades autoirununes corno la artritis reumatoide (AR) se caracterizan por

inflamación crónica debido a una desregulación del sistema imrune. Con el 1ln de

estudiar estas enfermedades se han generado varios modelos animales de la enfermedad,

siendo uno el modelo murino de artritis inducida por colágeno (ClA). Luego de la

inoculación de colágeno bovino tipo II (CII), los animales presentan una alta producción

de auto-anticuerpos y destrucción crónica de las articulaciones sinoviales. Al igual que

en la AR, CIA se ha asociado a una prescntación antigénica desrregulada por parte de las

DCs a los linfocitos T, a través del complejo mayor de histocompatibilidad de olase II

(MHC CII).

Ilecientemente, en nuestlo laboratorio se han obtenido DCs murinas derivadas de

rnédula ósea (BMDC), las cuales poseen ciertas características tolerogénicas. Estas

lüeron maduradas con LPS por 4 horas, obteniendo un fenotipo semi-maduro con

expresión intermedia de moléculas de MHC de clase ll, CD86 y CD40, vale decir, más

baja que DCs estirnuladas con LPS por 24 horas (maduras) y lnayor que DCs no

estimuladas (inmaduras). Estas DCs nostraron tener una elevada secreción dc IL-l0 y

baja secreción de lL-12, IL-6 y TNF. Adicionalmente, estas DCs al ser inyectadas a

ratones con CIA establecida, generall una disminución en la proglesión de la
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enltrmedad, sólo cuando sc encuentran caLgadas con CII (Salazar y col. 2007; Salazar y

col.2008).

De acuerdo al protocolo por el cual fueron generadas las DCs descritas, no deberían

expresar el marcador CD8o, por lo que serian CDSo- (Weigel y col. 2002). En resultados

preliminares se ha visto que las DCs estimuladas por cofios períodos con LPS generau

una sobreexpresión del gen 1ndo, deterurinado por RT-PCR. Lo auterior, pudiera indicar'

que el rnecanismo tolerogénico de estas DCs pudiera deberse a la producción de

quinureninas irununorcguladoras por estas DCs.
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HT'ÓTESIS

Las células dendríticas semi-maduradas por coftos estímulos con lipopolisacrirido

el'ectúan su actividad inmunoreguladora por el mecanismo de IDO. Ello debido a que

estas células dendr'íticas o tendrían e[ mecanismo IDO activo antes de set inyectadas,

expresando la enzima IDO activa y secretando el rnetabolito inmunoregulador

quinurenina, o bier, , las células dendríticas activarí¿ur su metabolismo del triptól'ano una

vez inyectadas, por lo que tendrían una elevada cantidad de proteína IDO inactiva, que

se activaría i¡z-vivo por otms nloléculas tales como IFN-y, CTLA-4 u otra.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel dcl metabolisrno del tripkif'ano en la capacidad tolerogénica de células

dendríticas mieloide murinas.
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OBJETIVOS ESPECITICOS

l. Generar células dendriticas rnaduradas con estimulos de 0,4, y 24 horas con

lipopolisacárido y analizar su lenotipo mediante citometría de flujo.

2. Evaluar la expresión del gen Inclo en estas condiciones mediante PCI{ semi-

cuantitativo.

3. Evaluar la secreción y metabolización de quinurenina por células deudríticas

maduradas con distintos tierlpos de eslimulación con lipopolisacárido, mediante

cromatografia liquida de alto rendimiento.

4. Evaluar a nivel de protcína por la técnica de u,cstern blot, la concentraoióu de

IDO a los distintos tiempos cle estiurulación con lipopolisacárido.
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MATERIALES Y METODOS

1. Obtención de células dendríticas:

Las DCs lireron generadas a pattir de precursores de mcdula ose¿r de ratolres DBA/lacJ.

Brer.emente. Los precursorcs dc méilula (rse¿r 1'ueror.r obtenidos clc létnures y tibias dc

ratones, de enLre 8 a l0 sematras, medi¿rltte extracción por pcrluttciol.t con jeringa.

Luego las células l-uclon lavadas 2 veces con bul'f'er Ioslám salino (PBS). contadas y

plaqueaclas a 1x106 cólulas/lnl en medio IIPMI sr-rplenientado al 10% con sueto létal

bovino (Sl"B) en plesencia dc firctor estitnulante cle colonias granulocíticas -v

macrolágicas (GM-CSF) a I¿r conccntración 1¡Lg/nr[,. Al dia 3 de cultivo se relnr¡vió

cuidadosamente la rnitad superior clel medio. dc rnoclo de tto ret.t.tt¡vcr las células

¿rclhcrentcs. Il1 r.r.redio de cultivo se reemplazó cou igual volutnen clc medio liesco

suplcmcr.rtado. Al día 6 de cultivo se sacó loclas las cólulas cntpleatrdo un "cell

scrapper". las clue l'ueron lavad¿rs clos veces corl ureclio. proccdicnclo ¿t su plaqueo a una

conccntración de 1x106 céh-Llas/m[, cn placas con medio supletncntado. Luego se

estin.ruló dilbrer.rcialmcnte las células con I pg/nil cle l,l)S liiclrerlcftla coll (Signta) por

24 horas (DCs complctarncntc maduras) (24hLI'S/DCs), mientras quc las DCs de corto

estírlulo con LPS (4hl-l'}S/I)Cls). al día 7. f'uerou estit.nuladas con LPS por 4 lioras. autes

dc scr cosechadas. Paralelamentc so clc.ió DCs sin estimular con LPS. Ilstas células se

obtuvicron con "ccll sorapper" 
"v 

l'uelon lavadas colt l'BS pala su posteliol rtso.

Para las medicioncs dc sobrenadatile por IiPLC luc necesat-iti purilicar las cólulas

clenclríticas. I-as células utilizadas lueron prrrilicadas al día 7 de iniciado cl oultivo.
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mediante esl'eras magnéticas acopladas al marcador de liuaje de DCs, CD11c (MACS.

Miltenyi Biotec, Germany). La purificación se lleva a cabo en colunnas de separación

MACS LS (Miltenyi lliotcc, Germany), sujetas al magneto del sistema de purificación

MidiMACS (Miltenyi Biotec, Gennany), quedando reterridas en la columna las células

positivas para CDl lc (CDl1c*). De esta manera las células obtenidas conesponden a

aproximadamente 89% DCs verificado por citometría de 1lujo.

2. Detern.rinación de la expresión de IDO:

El ARN de DCs dif'erencialmente estimuladas y de controles, fue obtenido de 5x106

células mediante la extracción de ARN con Trizol@. Las células fueron pipeteadas con

Trizol@ hasla ser completamente homogénea la solución. Luego el homogenizado se

guardó a -80"C hasta ser usado. La extracción se continuó siguiendo el protocolo

Trizol@ y el ARN se cuantificó por su absorbancia a 260mn, usándose 5pg para evaluar

la calidad de éste en un gel de agarosa al l.5oA en buff'er no desnaturante MOPS. Para la

reacción de la transcriptasa reversa y generación de oADN, se usó lpg de ARN. Los

ADN se conservaron a -20'C hasta ser posteriormeffe usados. Los análisis de RT-PCI{

se hicieron siguiendo el protocolo de 32 ciclos a lemperatura de "annealing' de 60oC

para el amplihcado de IDO, utilizando los partidores "sense" 5'-

AGTGGAGTAGACAGCAATGGC-3' y "antisense" 5',-

AAGACACAATAGGAGGCAGGC-3' que generan un anplificado de 404pb.
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Para el araplificado de p-actin la reaccion fue de 30 ciclos con temperatura de

"annealing" de 55oC. Se utilizaron los partidores "sense" 5L ATTGAACATGGCATTG

-3' y "antisense" 5'- TGCTCGTCTCCGTATGTCC -3', dando tur amplificado de 231pb.

Los primers lueron diseñados utilizando el software OligoExplorerl.2 y sintetizados por

Genexpress. Los productos de amplificación fueron cargados a un gel de agarosa al 1olo

y sus respectivos tamaños füeron confirmados con un "ladder" de ADN de 100pb

(Prornega). Las imágenes f'ueron analizadas por el soltware ImageJ.

3. Determinación de la concentracióu de quinurenina por cromatogralia líquida de alto

rendimiento (HPLC):

Las células l'ueron lavadas y re-cultivadas en medio RPMI suplementado col SliB al

10%o por 24 horas. Luego, el medio obtenido fue liltrado (membrana de 0,2nn) y

guardado a -80'C hasta ser analizado en HPLC.

Para detcminar la concentración de quinurenina se estableció un rnétodo a través de

HPLC. Brevemente, la l'ase móvil utilizada consistió en una mezcla de acetonitrilo :

agua bideslilada a 150:850 vol/vol con 100pL de acido trifluoroacetico (TFA), con un

pH cercano a 3. La columna empleada fue columna Luna Cl8(2) de l00A medidas 250

x 4,6mnr y de 5 micrones. La separación cromatogralica se observo a242nn,0,018 de

absorbancia a un l1ujo de I rnl/min. El volumen de rnueslra inyectado lue de 50 ¡rl, a

través de un "[oop" de ese volumen. El ciclo total entre injecciones fue de 14 minutos.

La infbrmación I'ue aclqr-riricla y procesada por un "l lP ChemStation data acquisition

system" (Hewlett-Packard 1990 - 1998).
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Se gener«i una curva estándar de quinurcnina inyectando soluciones de concentración

conocida de quinurenina (Sigrna) en metanol : agua (10:90). Luego las muestras I'ueron

interpoladas en la curva estánclar dando su oouoeutración.

4. Detenninacion de la concentración de proteina por Western Blot:

DCs fueron lavadas en PBS y lisadas con buff'er RIPA con inhibidor de proteasas. La

concentración de proteína se midió por método de Bradlbrd usando una curva estándar

de albúmina sérica bovina (BSA) en "buff'er" RIPA. Luego, 25pg de proteína fueron

cargados a un gel de poliacrilamida al l5Yo en presencia de dodecil sulfato de sodio

(SDS), resolviéndose el gel a 80V. Posterionnente se realizó electro-transferencia a una

membrana de nitrocelulosa a un voltaje de 100V por I hora. La membrana se bloqueó

con leche descremada al 5oA en PBS-Tween al lYo loda la noche. Luego Ia membrana

fue cofiada, incubándose el fragrnento supcrior con un anticuerpo policlonal allti-IDo

(M-80 de Santa Cruz Biotechnology código: sc-25809) a una dilución de 1:1000. El

fragmento cle nitrocelulosa inlerior fue incubado con un anticuetpo policlonal contra

Ilistonas (H2A de Millipore código: 07-146) a una diluoión de 1:2000. Al cabo de 2

horas de incubación a 37"C, ambas mentbranas fueron lavadas con PBS-Tween. Luego

lüeron incubadas con un anticuetpo securrdario policlonal anti-IgG de conejo, conjugado

a "horseradish peroxidase" (HIiP) (Cell Signaling código: 7074) por I hora a

temperatura ambiente a dilución de l:2000, para finalmente revelar por

quimioluminiscencia utilizando e[ reactivo SuperSignal West Pico Chcnliluurinesccnt

Substrate (PIERCE, Rockford, IL, USA).
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RI]SIJLTADOS

1. Obtención de células dendríticas:

Las células dendriticas (DCs) fueron obtenidas a partir de medula ósea murina y

diferenciadas en presencia de GM-CSF. Su f-enotipo lue evaluado al día 7 de cultivo, a

través de citometría de flujo. Mediantc el análisis de expresión del marcador de

superficie CDllc, propio de las DCs, se pudo establecer un 307o del total de células

adquiridas colrespondió a DCs (Figula 6). Este porcentaje no varió en 1as células

estimuladas con LPS ya sea por 4 o por 24 horas. por lo que se asuÍne para el resto de los

experimentos que se trabajó con porcentajes de DCs cercanos a este valor y que las

difbrencias observadas se deben a características intrínsecas de 1as DCs y no a cambios

en el porcentaje de éstas.

2. Determinación de la expresión de IDO

En orden de deteminar si la expresión de IDO en las DCs se ve influenciada por los

estímulos difcrenciales con LPS. analizamos la cantidad relativa de transcrito mRNA

específico de esta enzima, en preparaciones de DCs eslimuladas por 4 y 24 horas con

LPS. DCs sin estimular fueron usadas como control. Primelo se procedió a corroborar la

calidad de RNA obtenido, a través del análisis de sus bandas ribosonales camcterísticas

de 28S y 18S (Figura 7A). Posteriormente, se analizó la expresión del gen Intlo mediante

RT-PCR usando partidores específicos, esta expresión se comparó con la de ur gen
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"housekeeping", que en nuesffo caso se trató de -actina (Figura 7B). La expresión de

lndo se evaluó mediante normalización respecto de la expresión de -actina para las DCs

sin estimular, o estimuladas por 4 y 24 horas con LPS. Normalizando respecto a la

intensidad obtenida para las células sin estimular, pudimos determina: cómo afectan los

distintos tiempos de estimulación con LPS la expresión de este gen (Figura 8). De este

modo, pudimos establecer que tanto las DCs sin estimular (OhLPS/DCs) como aquellas

estimuladas por 4 h con LPS (4LPS/DCs), expresan significativamente una mayor

proporción de Indo que las DCs estimuladas por 24h con LPS (24hLPS/DCs) p <0,05 y

p <0,01 respectivamente. En tanto las 4hLPS/DCs expresaron significativamente una

mayor proporción de Indo que las OhLPS/DCs (p <0,05) y que 1as 24hLPS/DCS (p

<0,01).

D

,5

Figura 6: "Dot plot" representativo de un cultivo celular erriquecido en células dend¡íticas

(DCs). Las DCs fueron individualizadas por citometría de flujo a través del marcador de

superficie CDllc. 1x106 células fueron tratadas con un anticuerpo monoclonal anti- CDllc
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conjugado a ficoeritrina (PE) a una dilución de 1:100. Las células fueron adquiridas por

citometría de flujo utilizando un equipo FACSCaiibur y el programa Cell Quest, mientras para

el análisis se empleó el programa WinMdi 2.9. Las células obtenidas al día 7 de cultivo se

caracterizaron por contener ente un 25 a 30% de una población CDl lc*.

(A)

I
OhLPS/DC 4hLPS/DC 24hLPS/DC

Figura 7: Evaluación de Ia expresión del gen Indo que codifica la enzina indoleamina 2,3-

dioxigenasa (IDO) a través de RT-PCR, en una preparación de células dendríticas estimuladas

diferencialmente con lipopolisacárido (LPS). A) Se observan dos bandas características de RNA

ribosomal 28S y 185, asimismo se descarta Ia posibilidad de contaminación con ADN, que sería

reconocido en forma característica debido a su gran tamaño. B Muestra los fragmentos de

ampliticación, luego del PCR, los cuales se corrieron en un gel de agarosa al 10á y sus tamaños

se confirmaron con un patrón molecular de tamaño conocido. El amplificado para -actina y de

IDO coinciden con tamaños esperados de 231pb y 404pb, respectivamente.

P-áctin
<-230bp

tDo
<-¡O4bp
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Figura 8: Análisis densitométrico de la expresión relativa del gen Indo que codifica la enzima

indoleamina 2,3- dioxigenasa (IDO) mediante RT-PCR en una preparación de células dendríticas

estimuladas diferencialmente con lipopolisacárido (LPS). Los fragmentos de amplificación

fueron analizados por densitometría con el software ImageJ. Los datos de IDO se dividieron con

los de -actina para cada muestra dando la razón IDO/ -actina para cada condición. Luego estos

datos se normalizaron para células sin estimulo (0hfPSDCr. La figura es representativa de tres

experimentos realizados en forma independiente. El análisis estadístico utilizado fue una prueba

de ANOVA de 1 vía para determinar diferencias significativas entre las tres columnas.
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3. Determinación de la concentración de proteína IDO por Westem Blot

Aunque la medición de la expresión de RNA aporta mucha información respecto a la

expresión del gen Indo, ello no constituye una medida directa de la cantidad de enzima.

Por ello, se planteó la necesidad de evaluar la concentración de la proteína IDO, con el

fin de determinar si ésta se correlacionaba con el perfil de expresión de Indo, frenfe a

cada estímulo de LPS. Para este propósito, usando el buffer RIPA, se procedió a la

extracción de las proteínas totales de las DCs sin estimular y estimuladas por 4 y 24

horas con LPS, estas posteriormente fueron cargadas en un gel de poliacrilamida y

transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana luego fue incubada con

anticuerpos específicos para las proteínas Ido e histonas, esta última como proteína

control "housekeeping". Las bandas reveladas, coincidieron con los tamaños

moleculares esperados para cada una de las proteínas analizadas (Figura 9A), las cuales

fueron analizadas por densitometría y la concentración de ldo fue nonlalizada con

respecto a la de histona. Estas razones luego se normalizaron con respecto a las DCs sin

estimular para determinar el efecto del estimulo de LPS en la concentración de IDO

(Figura 9B). Aunque la concentración de IDO es levemente superior en 4hLPS/DCs con

respecto a 0hLPS/DCs y 24hLPS/DCs. ésta diferencia no es signihca (p > 0.05). Lo

anterior indica que la expresión de mRNA de IDO no correlaciot'tó con la cantidad de

proteína traducida, lo cual por tanto no explicaría el fenómeno inmunoregulador

observado en DCs estimuladas diferencialmente con LPS.
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(A)

Figura 9: Análisis de Ia expresión proteica de la enzima indoleamina 2,3- dioxigenasa (IDO) en

células ciendríticas (DCs) murinas estimuiadas djferencialmente con lipopoiisaciirido (LPS),

mediante westem blor. A) Se procedió a cargar 20 g de proteínas extraídas con buffer RIPA

desde DCs s.in estimular y estimuladas por 4 y 24 horas con LPS, en un gcl de poiiacrilamida.

Las proleínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. la que luego fue incubada con

anticuerpos específicos contra IDO e histonas (housekeeping protein). Las bandas detectadas

coincidie¡an con los pesos moleculares esperados, 45 kDa para IDO y 14 KDa para histona. B)

Cuantil-rcación de las bandas del westem blot. Las bandas obtcnidas de tres experimentos

independientes se analizaron por densitometría utilizando el software ImageJ. l,os valores

obtenidos por densitometría para la cantidad de proteína IDO se dividieron para la cantidad de
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histona de la misma muestra, obteniendo la razón lDO/histona. Luego cstos valores se

normalizaron para la razón lDO/histona de las células sin estimular (OhLPS/DCs) de cada

experimento.

4. Determinación de la concentración de quinurenina por cromatografia líquida de alta

resolución (HPLC)

La evaluación de la actividad enzimática de IDO se realiza a través de la cuantificación

de quinurenina, el producto de su actividad enzimática. Se estima que la cantidad de

quinurenina cuantificada conesponde a una medida directa de la actividad de IDO, Para

ello, desarrollamos un método basado en cromatografia líquida de alta resolución

(HPLC), que permitió medir quinurenina directameffe en sobrenadantes de medio de

cultivo. En primer lugar, se plocedió a la construcción de una curva estándar de

quinurenina a concentraciones conocidas (Figura 10), para luego interpolar el área de los

picos cromatográficos (lecturas de absorbancia) obtenidos en nuestras muestras. Con el

fin de probar el método desalrollado, se midió quinurenina en sobrenadantes de cultivos

de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), las cuales de acuerdo a lo

informado en la literatura, son productoras de IDO fiente al estímulo con concanavalina

A (ConA) por 48 horas. Como se observa en la Figura 11, las PBMCs estimulados con

ConA produjeron los niveles de IDO reportados en la literatura, por lo que se les utilizó

como control positivo del ensayo.
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Para la evaluación de quirunenina en DCs, se utilizó una preparación de DCs

enriquecidas (sobre el 897o de pureza) las cuales se purificaron mediante selección

positiva con esferas magnéticas cubiertas con un anticuerpo monoclonal contra CDl1c.

Luego estas DCs fueron sometidas a estímulos con LPS por 4 y 24 horas, y

posteriormente se les cambió el rnedio y fueron recultivadas por 24 horas adicionales, en

ausencia de GM-CSF. Los sobrenadantes así obtenidos, fueron filtrados e inyectados

directamente en el cromatógrafo, con el ñn de cuantificar la concentración de

quinurenina. Como se observa en la Figura 6, los niveles de quinurenina producidos por

las DCs fueron muy bajos (inl'eriores a 1 uM) comparados a los de PBMCs ya sea

estimulados o no con ConA. No se detectó ningwra diferencia en la producción de

quinurenina entre las distintas preparaciones de DCs, independiente de la duración del

estímulo con LPS a que lireron sometidas, o si éste estuvo ausente. Cabe señalar que la

presencia de quinurenina en el medio de cultivo, determina si IDO se encuentra en

estado activo y es capaz de generar dicho metabolito en cantidades suficientes como

para iniciar el mecanismo tolerogénico, descrito para esta enzima, el cual pareceria estar

ausente en las 4hLPS/DCs.
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Figura 10: Curva estándar de quinurenina obtenida a través de cromatografía líquida de alta

resolución (HPLC). Se hicieron estándares de quinurenina en metanol/agua (10:90 v/v) entre

concentraciones de 0,1171875 ¡tg/ml a 3Opg/ml, mediante dilución seriada. La curua estándar

arrojó una ecuación de la foma y= 14,486x, con un valor de 12:0,9896 y un intervalo de

confianza del95Yo. Para obtener una interpretación más directa, las concentraciones se llevaron

a pM.
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Figura 11: Producción de quinurenina, el producto de la reacción calalizada por la erzima

i¡doleamina 2,3- dioxigenasa (lDO) en células dendríticas (DCs) murinas estimuladas

diferenciaknerite con lipopolisacárido (LPS). Se midió [a actividad funcional de la enzima IDO

por la habilidad de las células de metabolizar tnptófano de1 medio de cultivo a quinurenina. La

quinurenina presente en el sobrenadante de cultivos de PBMC sin estimular y estimulado con

Concavalina A (ConA) (control positivo de la técnica) fue cuantificada por cromatografia líquida

de alta eficiencia (HPLC). Para la medición de quinurenina en sobrenadantes de cultivos de DCs,

éstas fueron purificadas mediante esferas magnéticas acopladas con un anticuerpo monoclonal

anti-CDi lc y luego sometidas a los distintos estímulos con LPS, e incubadas por 24 horas

adicionales en medio. Las üstintas preparaciones de DCs mostraron secretar concentraciones

muy bajas de quinurenina, cuando se les comparó con el control positivo. El estímulo diferencial

con LPS no afectó el nivel de producción de quinurenina por parte de las DCs.

30



DISCUSIÓN

Obtención de células dendríticas

En primer término, los resultados obtenidos en esla tesis demuestran que el f'enotipo de

las DCs obtenidas a partir de precursores de medula ósea, utilizando condiciones

experimentales equivalentes, no difie¡en de los descritos por Salazar y col. 2008. Así, los

distintos estímulos con LPS no afectaron significativamente la expresión del marcador

CDllc, ni tampoco cambiaron mayormente el porcentaje de células que lo expresan

(Salazar y col. 2008). Debido a [o anterior, en este trabajo se consideró a todas las

formas de DCs (OhLPS/DCs; 4hLPS/DCs y 24hLPS/DCs), expresando similares

magnitudes el marcador CDllc, con un rendimiento de aproximadamente el 30% de

DCs, considerando el total de células.

Determinaciór.r de la expresión de IDO

En este trabajo se determinó que las DCs estimuladas por cuatro horas con LPS

(4hLPS/DCs), estarían sobreexpresando el gen Indo, mientras que el gen se encuentra

reprimido a las 24 horas de estimulación con LPS (24hLPS/DCs), al comparar las

expresiones con respecto a las células no estimuladas (OhLPS/DCs). Este resultado

indicaría que la inmunosupresión observada in-vivo, al inyectar ratones con

4hLPS/CII/DCs, podria deberse a la mayor producción de proteína IDO y su actividad
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pudiera conferir la habilidad inmunosupresora expresada en la inhibición de CIA. A su

vez la nrenor expresión del gen Indo en las 24hLPS/DCs, podría confirmar el fenotipo

inmunogénico bastante caracterizado de estas DCs maduras (Salazar y col. 2008; Lutz &

Schuler 2002; Steinman y col. 2003).

Sin embargo, existen diferencias en los resultados en la literatura actual, ya que en

trabajos anteriores se ha estimulado a BM-DC con LPS por 24 horas, demostrándose que

aumenta la expresión del gen Indo, comparado con las BMDC sin estimular (Jung y col.

2007). No obstante, este grupo no vio la expresión del gen a tiempos intermedios de

eslimulación con LPS, por lo que no es posible establecer si estas células estarían

expresando mayormente este gen, si f'ueran estimuladas por tiempos coÍos con LPS.

También es importante notar, que sus observaciones se pudieran deber a la diferencia en

concentración a la cual se añade el LPS, ya que aunque ambos LPS son provenientes de

E. coli, en ese trabajo se utilizó a la concentración de 200ng/ml-, mientras que en esta

tesis se usó a 1¡-Lg/mL, una concentración 5 veces mayor.

Otro trabajo donde se analizó la expresión de IDO y el resto de los genes de la vía de las

quinureninas, mediante microarrays y PCR en tiempo real, demostró que las DCs

humanas sobreexpresan el gen IDO y el resto de las enzimas de la vía, al ser estimuladas

con TNF-cr y poly I:C (Mcllroy y col. 2005). Es más, al analizar el ef'ecto de diferentes

tiempos de estimulación sobre la expresión de 1as enzima IDO, vieron que la mayor

expresión de mRNA especifico de IDO ocurrió a las 12 horas de estimulación, para

luego decaer. Esta observación se hizo extensiva a todas las enzimas de la vía, aunque

nunca más bajo que el nivel sin estimulo (Mcllroy y col. 2005). Aunque en este estudio

se trabajó con DCs humanas y el estimulo fue una combinación de TNF-o y TLR-3 poly
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I:C, es uno de los pocos trabajos donde se estudió la expresión del gen Indo en el tiempo

bajo la estirnulación con un ligando de TLR.

Otro trabajo, usando BM-DCs, estimuladas con LPS por diferentes tiempos, demostró

que la sobreexpresión del gen Indo a las 4 y 6 horas de estimulación, con el pick de

expresión a las 6 horas de estimulación. A las 7 y 24 horas la expresión mostró ser lan

baja como en células no estimuladas (Jaen y col. 2008). En este trabajo se utilizó LPS a

la misma concentración (1¡rg/ml) y origen (E. coli) (ue en esta tesis, y aunque no vimos

la expresión de IDO a las 6 horas de estimulación con LPS, si observamos una

sobreexpresión solo a las 4 horas de estimulación y una caida de ésta a las 24 horas del

estimulo, lo cual es plenamente consistente con lo reportado en este trabajo (Jaen y col.

2008).

Determinación de la concentración de proteína IDO por Western Blot

En este trabajo se analizó la concentración de la proteína IDO en las DCs sometidas a

estímulos dif'erenciales. Aquí se intentó relacionar la expresión a nivel de mRNA con la

cantidad de proteína. Pudimos establecer que la concentración de la proteína IDO, no

cambia signifrcativamente para los distintos tiempos de estimulación con LPS. Aunque

se observó la tendencia de un aumento a las 4 horas de estimulación, esta diferencia no

fue estadísticamente signiticativa. En rclación a la sobre-expresión de la proteína IDO,

la literatura muestra que ésta aumenta en BM-DCs, luego del estímulo con LPS por 24

horas (Jung y col.2007). Sin embargo, en este estudio no se evaluó la expresión de la

proteína a tiempos intermedios de estimulación, ni tampoco su actividad. Como se dijo
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previamente, se trabajó con una concentración de LPS de 200ng/ml. inferior a los

1pg/ml trabajados en esta tesis.

Delemrinaoión dc la concentración de cluinurenina por HPLC

En este trabajo se determinó que las BM-DC generadas, no producen car,tidades

suficientes de quinurenina para considerar que estas células generen la inmunosupresión

por el mecanismo de IDO descrilo para DCs CD8t. Sólo lue posible detectar

quinurenina al cultivar por 24 horas DCs purificadas, donde no se detectó dif'erencias

sigrificativas en la producción de quinulenina entre las OhLPS/DCs, 4hLPSiDCs y

24hLPS/DCs.

El método de cuantillcación de quinurenina fue elaborado por nuestro laboratorio, en

colaboración con el Laboratorio de Toxinas Marinas de la Universidad de Chile,

siguiendo el protocolo de (Yong &. Lau 1979) con modificaciones. Fue necesario probar

el método con muestras caracterizadas en la literatura, así como control vimos la

producción de quinurenina de PBMC humanas, sin estimular y estirnuladas con ConA

por 48 horas. Ambos resultados concuerdan con lo reportado en literatura, dando 2,8pM

para PBMC sin estimulo y 18,8¡rM al estimularlas con ConA (Winkler y col. 2007;

Schroecksnadel y col. 2005).

Los resultados obtenidos en esta tesis para BM-DCs diferencialmente estitnuladas con

LPS, indicaron niveles muy bajos de quinurenina (1,0 uM), los que además lüeron

similares entre las distintas preparaciones de DCs. En un trabajo reciente sobre Ia

secreción de quinurenina y mecanismo IDO en BM-DC, se demostró que estas células



sin estimular, secretan canfidades muy pequeñas de quinurenina (0,3 pM), mientras que

al estimularlas con CpG, ligando de TLR-9, se observa un pequeño aumento no

significativo a 0,5 pM (Hara y col. 2008a). Los autores postulan que estas células no

sólo no son secretoras, sino que consumen quinurenina como método de inhibir la

inmunosupresión de células secretoras de quinurenina, tales como las CD8* (Hara y co[.

2008a). Sin embargo, posteriornente, una publicación de este mismo grupo señala que

el método empleado para la medición de quinurenina por HPLC, subestima la secreción

de quinurenina al medio (Hara y col. 2008b). Lo anterior se debería a la producción de

nitrito NO2- por parte de estas células, el cual se induciría posterior al estimulo. Éste

compuesto actuaría como interferente de la medición de quinurenina. indicando una

producción basal post estimulo de 0,2-0,3 pM. Aun cuando en nuestro protocolo de

HPLC tomamos medidas para no subestimar la concentración de quinurenina, los

resultados descritos por (Hara y col. 2008a) muestran concordancia con lo obtenido en

esta tesis, con un promedio de 0,49 ¡rM para las 0hLPS/DCs, concentración que no

mostró diferencias significativas con células estimuladas por 4 o24 horas con LPS.

No obstante lo anterior, la literatura indica que aun existe contradicción sobre si todas

las DCs son capases de iniciar el mecanismo tolerogénico de IDO (Grohmann y col.

2003b; Mellor & Munn 2004). Aunque la mayoría de los resultados apunta a que solo

una subpoblación de DCs utilizaría este mecanismo (Mellor y Munn 2004), en estudios

previos se asumía expresión de IDO y su actividad sólo era estimada analizando su

expresión a nivel de mRNA (.Taen y col. 2008), no midiéndose quinurenina del medio de

estas células, siendo claramente necesario para inferir acerca de su actividad. Nuestros
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resultados indican que aunque el ger, Indo se sobreexpresc bajo diversos estímulos

proinflamatorios, como lo es la estimulación con LPS, [a actividad de la enzima, o

secreción de quinurenina se mantiene a niveles muy inf-eriores, inoapaces de iniciar el

mccanismo tolerogénico de IDO.

36



CONCLUSIONES

Al analizar el patrón de expresión del gen Indo, codificante de IDO, en DCs tratadas por

distintos tiempos de estimulación con LPS, se determinó que estas células muestran

diferencias significativas en la expresión de este gen. Así, las DCs estirnuladas por 4

horas con LPS presentaron una sobreexpresión de Indo, comparadas con DCs sin

estimular, o estimuladas por periodos de 24 horas con LPS.

La cantidad de proteína IDO en DCs no se ve af'ectada por los estín.rulos con LPS,

presentando cantidades similares de proteína para las células no estimuladas o

estimuladas por 4 o 24 horas con LPS. Ello, a pesar que existe una sobreexpresión del

gen lndo a las 4 horas, lo que podría indicar que hay una regulación post transcripcional

para la regulación de esta proteína.

La actividad de la enzima IDO, medida por su capacidad de degradar triptófarro a

quinurenina, se encuentra muy reprimida en estas células, siendo capaces de producir

concentraciones muy pequeñas de quinurenina, probablemente insuficientes para tener

alg(rn ro1 inmunosupresor. Es más, la actividad de la enzima no se ve afectada por los

diversos tiempos de estimulación con LPS, ya que las células no estimuladas y las

estimuladas por 4 o 24 horas con LPS, secretan concentraciones similares de

quinurenina al medio. Se vio que estas células poseen cantidades considerables de la

enzima IDO, lo que podría indicar que su inactividad se deba a una regulación de esta

actividad y no a la ausencia de la proteína.
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De acucrdo a la hipótesis planteada se probó en esta tesis que el rol inmunorregulador

que ejercen las DCs estimuladas por 4 horas con LPS no se debe al mccanismo IDO.

Esto debido a que las células no prcscntan ni un aumento en la proteína lDO, ni de su

actividad. Es más, estas células expresan cantidades de quinurcnina muy rnerrores que

las reportadas para células que generan inmunosupresión por este mecanismo. Sobre si

estas células activarían este mecanismo in-vivo bajo estímulos encontrados en el

huésped, es irnprobable, ya quc se determinó que todas las DCs analizadas. incluso las

estimuladas por 24 holas con L[)S, ticnen la n.risma cantidad de proteír.ra lDO. Haciendo

la activación in-vfio de IDO en las células cstirnuladas por 4 horas con LPS irrelevante.
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