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Naci en Santiago justo para un solsticio de verano. Hija de Patricia y Bernabé,
solo tengo una hermana menor, Tamara.

Fui una nifia tranquila que gustaba crear e inventar cosas nuevas para
entretenerme con mi hermana. En la casa y colegio siempre fui risuefia, y hasta el dia de
hoy mi risa contagia a todo el mundo.

Siempre me ha gustado la biologia, aprender sobre como funcionan las cosas
“por dentro” es algo que me fascina. Asi, el bichito de la ciencia me picdé como en
tercero medio cuando asisti a unas charlas sobre carreras en la Universidad de Chile. Ahi
recién conoci la carrera de Ingenieria en Biotecnologia Molecular y me quedé dando
vueltas en la cabeza... de hecho, en ese entonces cuando vi la malla curricular de
inmediato pensé que Inmunologia iba a ser mi ramo favorito... y asi fue.

Hoy me encuentro cerrando una de las etapas mas importantes de mi vida, fueron
afios de bastante esfuerzo y tiempo dedicado a ello. Creci... creci en conocimiento y en
lo personal y sé que esto no termina aqui...

"La ciencia s6lo nos da una idea de nuestra gran ignorancia"
(Hugues-Félicité Robert de Lamennais)




A mi Papad
A mi Mamd
A Tammy

A Sole
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RESUMEN

Las Células Dendriticas (DC) son células especializadas en la captura, transporte,
procesamiento y presentacion de antigenos (Ag), v se les considera las células
presentadoras de antigenos profesionales dado que son las tinicas células capaces de
estimular eficientemente a linfocitos T (L.T) CD4" y CD8" virgenes. Las DC tienen la
capacidad de transportar Ag desde tejidos periféricos a areas de LT en érganos linfoides
secundarios y presentar Ag de manera cruzada. Las DC son los mediadores esenciales en
el desarrollo de inmunidad o de tolerancia. Se ha comprobado que el inicio de
inmunidad ocurre en un contexto de sefiales asociadas con infeccién e inflamacion,
mientras que la inducecién de tolerancia ocurre en un ambiente no inflamatorio, en donde
las DC se mantienen en un estado inmaduro, con baja expresién de moléculas
estimuladoras y con secrecion principalmente de citoquinas inhibitorias.

Es sabido que en individuos trasplantados, la respuesta inmune llevada a cabo
por los linfocitos T del receptor en contra de aloantigenos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) del donante, constituye ¢l mecanismo principal por el cual
se produce el rechazo de érganos o tejidos alogénicos trasplantados. La terapia utilizada
actualmente para evitar el rechazo consiste en la administracion de medicamentos
inmunosupresores, sin embargo, estos son de accién inespecifica, por lo que estan
asociadas a toxicidad érgano-especifica ademas de incrementar los riesgos de infeccién
y desarrollo de céncer. Finalmente, luego de algunos afios, el receptor termina
rechazando el injerto. Es por esto que la obtencién de tolerancia antigeno especifica es

uno de los mayores desafios que enfrenta la inmunologia de trasplantes.
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Dado el rol de las DC en la induccién de tolerancia, este Seminario de Titulo se
centré en la utilizacién de fagosomas como vehiculo de administracion de aloantigenos
en un ambiente no inflamatorio, de forma tal de mantener el estado inmaduro de las
células dendriticas del receptor y por lo tanto sus propiedades tolerogénicas. Para la
produccion de fagosomas alogénicos, se usaron DC inmaduras derivadas de médula 6sea
a las cuales se les dio a fagocitar microesferas de 4cido polilactico-co-glicélico (PLGA)
lo que permite obtener microesferas recubiertas con membrana plasmatica que contiene
péptidos MHC, en este caso derivados de H-2, Evaluamos la fagocitosis de las
microesferas de PLGA por las DC inmaduras mediante microscopfa electronica de
transmision. Por otra parte, demostramos que los fagosomas poseen moléculas MHC-IT
usando Western blot.

Los fagosomas de PLGA H-2? administrados via iniravenosa en ratones de
haplotipo MHC H-2" se localizan en DC y macrotagos del bazo, sin producir la
activacion de estas células, mostrando en distintos marcadores de activacién niveles de
expresion similares a ratones no tratados.

Por otra parte, la administracién de fagosomas de PLGA H-2 en ratones H-2°
previa a dos inmunizaciones con esplenocitos H-2¢, disminuye de manera significativa
los niveles de aloanticuerpos circulantes y el nimero de LT alorreactivos, lo que implica
que el tratamiento con fagosomas alogénicos tiene un efecto regulador sobre Ia respuesta
inmune humoral y celular.

Estos resultados indican que los fagosomas constituyen una estrategia adecuada

para la administracién de antigenos del donante a células presentadoras de antigenos del
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receptor en un contexto no inflamatorio, por lo tanto, representan una herramienta

potencial para la generacion de folerancia en trasplantes.




ABSTRACT

Dendritic cells (DC) are cells specialized in the capture, processing and
presentation of antigens (Ag). For this reason, DC are considered professional antigen-
presenting cells, since they are the unique cells capable of efficiently stimulating naive
CD4" and CD8" T-cells (LT). DC are capable of transporting Ag from peripheral tissues
to T cells areas in secondary lymphoid organs and of Ag cross-presentation. DC are the
essential mediators in the development of immunity or tolerance. It has been proved that
the beginning of immunity takes place in a context of infection- and inflammation-
associated signals, while tolerance induction takes place in a non-inflammatory
environment, where DC keep an immature state with low expression of stimulatory
molecules and secretion of inhibitory cytokines.

It is well known that in transplanted patients the immune response catried out by
recipient LT against donor Major Histocompatibility Compiex (MHC) antigens is the
principal mechanism by which an transplanted allogeneic organ or tissue is rejected.
Current methods to prevent transplant rejection are based on administration of
immunosuppressive drugs, however, their action is unspecific, so they are associated
with organ toxicity and increased risks of infection and malignancy. Finally, after a few
years, the recipient rejects the graft. For all these reasons, the achievement of antigen
specific tolerance is one of the greatest challenges for transplant immunology.

Since the role of DC in tolerance induction, the aim of this Degree Seminar was

to use phagosomes as vehicles to deliver alloantigens in a non-inflammatory context,

hence, maintaining the immature state of recipient DC and their tolerogeneic properties.




For allogeneic phagosomes production, polylactic-co-glycolic acid (PLGA) beads were
given to bone-marrow derived immature DC for phagocytosis, which allow to generate
microspheres covered with plasmatic membrane bearing MHC molecules peptides, in
this case H-29 haplotype.

The phagocytosis of PLGA beads by immature DC was evaluated by
transmission electronic microscopy. On the other hand, phagosomes bear MHC-II
molecules, as confirmed by Western blot.

H-2¢ phagosomes administered intravenously into H-2® mice were found in DCs
and macrophages in the spleen and these cells were not activated by phagosomes,
showing low expression of activation markers, similar as non treated mice levels.

On the other hand, administration of H-2! PLGA phagosomes into H-2° mice
previous to two immunizations with H-2¢ splenocytes diminished significantly the level
of circulating alloantibodies and the number of alloreactive T cells, which implies that
the treatment with allogeneic phagosomes has a regulatory effect over the humoral and
cellular immune reponse.

These results suggest that phagosomes represent a suitable strategy to deliver
donor-derived antigens to recipient antigen presenting cells in a non-inflammatory

context; hence, they represent a potential tool to generate tolerance in transplants.
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1. INTRODUCCION

Las Células Dendriticas (DC) son células de origen hematopoyético que estan
ampliamente distribuidas en el organismo y estan especializadas en la captura,
transporte, procesamiento y presentacion de antigenos {Ag), por lo que se les considera,
junto con macréfagos y linfocitos B (I.B), células presentadoras de antigenos. Pero las
DC exhiben otras caracteristicas que las hacen recibir el titulo de células presentadoras
de antigenos profesionales puesto que son las tnicas células capaces de estimular
eficientemente a linfocitos T (LT) CD4” y CD8 virgenes. Las DC tienen la capacidad
de transportar Ag desde los tejidos periféricos a areas de LT en 6rganos linfoides
secundarios (OLS) y presentar Ag de manera cruzada. Ademads, se ha demostrado que
las DC son dos 6rdenes de magnitud més eficientes que otras células en cuanto a captura
y procesamiento antigénico (Liw, 2001; Shortman y Liu, 2002; Liu y Nussenzweig,
2010). Asi, las DC son consideradas verdaderas centinelas del sistema inmune, censando
el ambiente adquieren la informacién integrada que inicia y regula la magnitud y calidad
de 1a respuesta inmune adaptativa (Ueno y col., 2007).

Las DC se dividen en varios subtipos y aunque todos son capaces de capturar,
procesar y presentar antigenos a LT virgenes, éstas difieren en su origen, localizacién,
migracion, funciones inmunes y dependencia de estimulos inflamatorios o infecciosos
para su generacién (Shortman y Naik, 2007). Las razones para la existencia de subtipos
de DC, estan dadas por los requerimientos para establecer proteccion contra infecciones

virales, eliminar bacterias, hongos 6 pardsitos. De igual forma, los requerimientos para



activar LT son diferentes a los necesarios para activar LB y los requisitos para inducir
inmunidad deben ser distintos de aquéllos necesarios para inducir tolerancia (Ueno y
col., 2007).

Durante las tltimas tres décadas ha quedado demostrado que las DC son los mediadores
csenciales tanto en el desarrollo de inmunidad como en el desarrollo de tolerancia. Este
balance depende del subtipo de DC involucrada y de su estado de maduracién (Liu,
2001; Morelli y Thomson, 2007; Young y col., 2007). Se ha comprobado que el inicio
de inmunidad ocurre en un contexto de sefiales asociadas con infeccién e inflamacion,
mientras que la induccion de tolerancia ocurre en un ambiente no inflamatorio, en donde
las DC mantienen su estado inmaduro (no activado), con baja expresiéon de moléculas
coestimuladoras y con secrecion principalmente de citoquinas inhibitorias (Steinman y
col., 2003; Ureta y col., 2007). Ademds, las DC son capaces de inducir la generacién de
LT reguladores (LTreg), capaces de suprimir la respuesta efectora de LT (Sakaguchi y

col., 2008; Yamazaki y Steinman, 2009; Moore y col., 2010).

Células dendriticas e inmunidad

En estado quiescente, las DC residen tanto en tejidos periféricos como en
érganos linfoides, ademds existen subtipos de DC que circulan también por la sangre.
Las DC pueden ser activadas por numerosos factores derivados de microbios, células
apoptdticas y células tanto de la respuesta inmune innata como de la respuesta

adaptativa.




Para iniciar una respuesta inmune, las DC sufren un complejo proceso de
maduracion. Este proceso incluye: (i) cambios en la morfologia de las células, como la
pérdida de estructuras de adhesion, reorganizacién del citoesqueleto y la adquisicion de
una alta motilidad; (ii) pérdida de receptores endociticos/fagociticos; (iii) secrecién de
quimioquinas en oleadas coordinadas dependiendo del tipo de células que necesitan ser
atraidas, as{ como aumento en la expresién de receptores de quimioquinas que conducen
la migracién de las DC hacia la linfa y Iuego hacia érganos y ganglios linfoides; (iv)
aumento de la expresién de moléculas estimuladoras, como CD40, CD80, CD86; (v)
translocacion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I y
II a la superficie celular;y (vi) secrecion de citoquinas pro-inflamatorias que diferencian
y polarizan a las células efectoras atraidas, como IL-1, IL-6, IL-12 e IL-23. Finalmente,
una vez que las DC estdn activadas y cargadas con algin Ag, migran a los érganos
linfoides drenantes y presentan los péptidos de las proteinas procesadas a células T
CD4" y CD8", glicolipidos propios y microbianos a células NKT y antigenos nativos a
LB (Trombetta y Mellman, 2005; Piqueras y col., 2006; Ueno y col., 2007; Blanco y
col., 2008).

Las células dendriticas representan una vitrina de péptidos para el

reconocimiento de billones de linfocitos T diferentes, cada cual con un distintivo pero

azaroso receptor de antigeno (Steinman y Banchereau, 2007).




Células dendriticas y tolerancia

La tolerancia inmune se define como un estado en el que el sistema inmune no
responde de manera especifica a un antigeno determinado. Anatémicamente, la
tolerancia puede ser dividida en compartimientos central y periféricos. La tolerancia
central involucra la delecion de LT autorreactivos durante su desarrollo en el timo y la
generacién de LTreg CD4'CD25". Sin embargo, muchos auto-antigenos no estin
representados en el timo, mientras que otros son expresados tardiamente en la adultez.
Los LT que escaparon al control timico y que por lo tanto son autorreactivos, una vez en
la periferia, pueden ser activados y conducir a autoinmunidad, de ahi la necesidad de
tolerancia periférica. Este control en la periferia se lleva a cabo principalmente por
mecanismos de delecion, anergia y supresién. Las DC juegan un papel esencial en el
contro] de ambos tipos de tolerancia (Banchereau y col., 2003).

La tolerancia no es especifica de un subtipo de DC ni est4 resiringida a un estado
inmaduro de las células presentadoras de antigenos. Las DC tolerogénicas presentan
antigenos a los LT, pero fallan en entregar las sefiales de estimulacién adecuadas
necesarias para la activacion y proliferacion de LT efectores, o entregan sefiales
inhibitorias. Esto se traduce en anergia, muerte por apoptosis de L'T o generacién y/o
expansién de LTreg (Schwartz, 2003; Morelli y Thomson, 2007).

Los mecanismos que utilizan las DC en la induccién de tolerancia periférica
incluyen la produccién de factores supresores como IL-10, factor de crecimiento

transformante- B (TGF-B) e IDO (indoleamina 2,3-deoxigenasa), la induccién de LTreg




v la delecién clonal de LT autorreactivos. La induccién de otras moléculas, como PD-1
y CTLA-4 (Antigeno-4 asociado al Linfocito T Citotdxico), parecen ser cruciales en la
tolerancia periférica de LT CD8", mientras que la unién de P-selectina a las DC a través
de su ligando PSGL-1 6 CD162, induce la expresion de genes para IDO, IL-10 y TGF-
y aumenta su capacidad de generar LTreg CD4"CD25 FoxP3" (Yamazaki y col., 2008;
Thomson, 2010).

Las DC ademas juegan un rol determinante en la prevencién de autoinmunidad,
lo que qued6 demostrado cuando ratones desprovistos de DC (convencionales,
plasmacitoides y células de Langerhans), desarrollaron autoinmunidad espontinea,
caracterizada por reduccién del peso corporal, esplenomegalia, formacién de auto-
anticuerpos, alto nimero de LThl y LThl7 ademés de desarrollar enfermedad

inflamatoria intestinal (Ohnmacht y col., 2009).

La respuesta inmune ¢n trasplantes

En trasplante, la tolerancia debe apuntar a un estado de falta de respuesta inmune
del receptor hacia antigenos presentes en el 6rgano o tejido trasplantado, siendo capaz de
responder de manera normal frente a otros antigenos (Griesemer y col., 2010). La
habilidad de responder normalmente contra otros antigenos contrasta fuertemente con el
efecto de agentes inmunosupresores que son usados clinicamente para prevenir el
rechazo, y aunque los resultados obtenidos con estas terapias han mejorado con los afios,

estas drogas siguen siendo inespecificas por lo que estdn asociadas a toxicidad 6rgano-
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especifica ademas de incrementar los riesgos de infeccidn y desarrollo de céancer.
Finalmente, luego de algunos afios, gran parte de los receptores terminan rechazando el
injerto (Dantal y Soulillou, 2005; Taylor y col., 2005; Sykes, 2007).

Es asi como la obtencién de tolerancia a nivel de trasplante clinico sin la
administracion de inmunosupresores ha sido por afios uno de los objetivos
fundamentales que se pretende conseguir, especificamente el logro de tolerancia
antigeno-especifica contra antigenos derivados de moléculas MHC del donante o
aloantigenos.

Es conocido que luego de un trasplante, las DC presentan aloantigenos a LT a
través de las vias de alo-reconocimiento directa, indirecta o semi-directa, En la
presentacion directa, las DC del donante que migran desde el injerto presentan
moléculas MHC del donante intactas a LT aloespecificos del receptor, mientras que en
la presentacion indirecta, las DC del receptor procesan aloantigenos del donante y
presentan alopéptidos a los LT alogénicos en moléculas MHC propias. A través de la via
semi-directa, los LT del receptor reconocen moléculas MHC del donante que han sido
transferidas intactas desde células del donante hacia la superficie de las DC del receptor,
mediante un proceso conocido como “cell nibbling” (Harshyne y col., 2001; Herrera y
col., 2004; Morelli y Thomson, 2007). La alo-respuesta directa domina el periodo
temprano post-trasplante y es el mecanismo responsable del rechazo agudo, mientras

que el rechazo crdnico es producido por la alo-respuesta indirecta (Bedi y col., 2010;

Tanriver y col., 2010).




La frecuencia de células T alorreactivas en el repertorio de LT, la presencia de
reactividad cruzada a otros antigenos nominales y la participacion de LT de memoria,
hacen que la induccién de tolerancia especifica de trasplantes sea una tarea muy
compleja. Para cumplir esta meta, todas las células T que son potencialmente reactivas a
los antigenos trasplantados necesitan ser “apagadas”, lo que implica delecion, anergia o

supresion mediada por LTreg (Sykes, 2007; Zhao y Li, 2010).

Métodos usados para inducir tolerancia en trasplantes

Actualmente, hay un considerable interés en desarrollar estrategias de tolerancia
periférica para inducir tolerancia a trasplantes. Finkelman y col. (Finkelman y col.,
1996) introdujeron el concepto de focalizarse en las DC in vivo, lo que podria llevar a
tolerancia en lugar de inmunidad activa. Los métodos cldsicos basados en DC
tolerogénicas para regular la respuesta anti-donante y prolongar la sobrevida del injerto
estan basados en la administracion de DC tolerogénicas generadas in vitro a partir de
precursores de médula 6sea en roedores, o a partir de monocitos en humanos y primates
no humanos, derivadas del donante o del receptor (Thomson, 2010). Estas células
expresan moléculas MHC pero tienen una baja proporcién de seiiales de co-estimulacion
versus co-inhibicién y sintetizan bajas cantidades de citoquinas que conducen a una
respuesta de tipo Thl, como IL-12p70.

Dado que las DC inmaduras son muy eficientes en la captura de Ag pero son

ineficientes en presentar esos Ag en moléculas MHC-II, son ineficaces en estimular LT




(Wilson y col., 2003). En modelo murino, DC inmaduras derivadas de médula dsea
inducen anergia de LT de manera antigeno especifica in vitro y conducen a la
diferenciacién de novo de LTreg naturales {Wakkach y col., 2003; Yamazaki y
Steinman, 2009; Thomson y col., 2009).

Ademas, DC propagadas in vitro han sido manipuladas mediante exposicion a
varios agentes antiinflamatorios e inmunosupresores. Estos agentes ejercen su accién en
la diferenciacion y funcién de las DC mediante varios mecanismos e incluyen IL-10 y
TGF-B1, inductores de AMP ciclico (prostaglandina E,, histamina, agonistas [,
neuropéptidos, metabolitos de la vitamina D3 y sus analogos, entre otros). Ademas,
drogas inmunosupresoras clinicamente aprobadas o experimentales también han sido
usadas para detener la diferenciacion y funcionalidad de las DC. Todas estas moléculas
previenen la maduracion y/o activacién o la capacidad de las DC de producir IL-12p70.
Algunos de estos agentes impiden la traslocacién nuclear de los miembros de la familia
de factores nucleares NF-«B, requeridos para la diferenciacion de las DC (Hackstein y
Thomson, 2004; Morelli y Thomson, 2007; Pothoven y col., 2010).

Avances en tecnologia de transferencia de genes han resultado en el aumento del
potencial tolerogénico de las DC. Estas células pueden ser genéticamente manipuladas
para expresar moléculas inmunosupresoras, las que pueden inhibir o bloquear la
expresion de moléculas co-estimuladoras de superficie, prevenir la proliferacion de LT
alogénicos, inducir y mantener la anergia de LT (Bonham y col., 2002; Hill y col., 2003;

Tiao y col., 2005; Suzuki y col., 2008; Arruda y col., 2009).



Aunque estas aproximaciones han sido relativamente exitosas en modelos
animales, tienen varias limitaciones para el uso clinico: (i) el tiempo requerido para la
generacion de las DC resulta un obstaculo cuando deben ser preparadas a partir de
donantes cadavéricos; (i} las DC inyectadas podrian madurar in vivo y sensibilizar al
receptor; (iii) las DC inyectadas pueden ser procesadas por las células presentadoras de
antigenos del receptor; (iv) las DC derivadas del donante son un blanco para las células
NK del receptor; y (v) las DC inyectadas deberfan migrar a los organos linfoides
secundarios y sélo un pequefio porcentaje de las DC inyectadas llegan al 4rgano
adecuado (Morelli y Thomson, 2007; Wang y col., 2009).

Un método alternativo es explotar la habilidad intrinseca de las DC presentes en
los organos linfoides secundarios para inducir y/o mantener tolerancia a antigenos
propios o extrafios. Esta “segunda generacion” de técnicas basadas en el uso de las DC,
se centra en la liberacién in situ de alo-antigenos del donante en los 6rganos linfoides
secundarios del receptor, sin producir un estado inflamatorio o bien realizar esta misma
operacion ayudada por drogas antiinflamatorias de tal modo que los aloantigenos sean
procesados en un ambiente tolerogénico. Esta aproximacion evita la activacién de las
DC, manteniendo o incluso exacerbando su habilidad para inducir tolerancia.

Varios grupos de investigadores han mostrado que la administracion de linfocitos
o DC en estadio de apoptosis temprana constituye un método eficiente para entregar
antigenos fordneos a las DC in vivo, sin inducir la activacién de ellas. De hecho, la
eliminacién por DC de células apoptéticas resultantes de muerte fisiolégica en tejidos

periféricos juega un rol clave en la tolerancia periférica de LT. La superficie de células
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apoptéticas contiene una serie de ligandos, conocidos como patrones moleculares
asociados a células apoptdticas, que son reconocidos por receptores expresados por DC.
Como consecuencia de esta interaccion, la célula apoptética es reconocida e
internalizada por la DC, lo que hace que ésta no madure en respuesta a sefiales de
peligro y permanezca tolerogénica, La habilidad de células apoptéticas de entregar tanto
antigenos del donante como sefiales inhibitorias simultineamente a DC del receptor ha
sido usada para suprimir el rechazo a trasplantes en modelos experimentales. Sin
embargo, los mecanismos de accidén de estas estrategias in vivo, su efecto sobre los
distintos subtipos de DC, y su potencial terapéutico en el rechazo crénico no han sido
dilucidados. Una de las dificultades de esta estrategia es que los métodos de induccion
de apoptosis tienen distintos efectos dependiendo de la etapas del ciclo celular en que se
encuentre la célula, esto implica efectos variables cuando las células no estan
sincronizadas en su ciclo celular, lo que podria provocar complicaciones si se originan
células en apoptosis tardia o células necrdticas que inducirian mas bien inmunidad en
vez de tolerancia (Steinman y col., 2000; Gleisner, 2009; Kushwah y col., 2009; Wang y
col., 2009).

Otra estrategia para la entrega de alo-antigenos a DC del receptor in situ es la
administracién de exosomas derivados de células presentadoras de antigenos. Los
exosomas son nano vesiculas formadas a partir de invaginaciones de la membrana de
endosomas tardios, formando cuerpos multivesiculares que se liberan al medio

extracelular al fusionarse la membrana endosomal con la membrana plasmatica.

Exosomas producidos a partic de células presentadoras de antigenos son ricos en
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moléculas de MHC y una vez inyectados en ratones por via intravenosa, son
rapidamente internalizados y procesados por las DC sin gatillar su maduracién. No se
sabe con exactitud si estos exosomas pueden también funcionar como vesiculas
presentadoras de antigenos y disminuir la respuesta alogénica de LT por interaccién
directa con ellos (Morelli y col., 2004; Péche y col., 2006). Por otro lado, hay trabajos
que muestran el efecto inmune inductor de exosomas, por lo que faltan estudios que
estandaricen la dosis y la fuente de estas particulas como para trasladarlos al uso clinico

(Théry y col., 2002; De La Pefia y col., 2009).

Este Seminario de Titulo se centré en el estudio, en un modelo murino, de un
vehiculo de administracion de aloantigenos de manera no inmunogénica, obtenido a
partir de células dendriticas tratadas con microesferas de 4cido polildctico-co-glicolico
(PLGA), denominado fagosomas. EI PLGA es un polimero que por sus propiedades de
ser biocompatible y biodegradable ya es utilizado en humanos con otros fines. De este
modo, los fagosomas PLGA podrian constituir un nuevo mecanismo para inducir
tolerancia a trasplantes sin la necesidad del uso de inmunosupresores. El uso de DC para
producir los fagosomas PLGA tiene como racional que las DC serdn células inmaduras

al momento de fagocitar las microparticulas y esperamos que los fagosomas PLGA

producidos sean un reflejo de este estado de inmadurez.
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HIPOTESIS

El pre-condicionamiento de ratones con fagosomas PLGA portadores de

aloantigenos disminuye la respuesta inmune humoral y celular in vivo.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del tratamiento con fagosomas PLGA alogénicos en la

respuesta inmune humoral y celular irn vivo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener fagosomas PLGA portadores de moléculas MHC-II, generados a partir
de células dendriticas inmaduras derivadas de células precursoras de médula 6sea

de ratones BALB/c,

Determinar la distribucién de fagosomas PLGA de BALB/c inyectados en

ratones C57BL/6.

Evaluar las caracteristicas fenotipicas de las células que incorporan fagosomas

PLGA alogénicos in vivo.

Evaluar el efecto de la administracion de aloantigenos en forma de fagosomas

PLGA en la respuesta inmune humoral y celular in vivo.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Animales

Se usaron ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 de entre 2 y 4 meses de edad,
los cuales poseen haplotipos H-2¢ y H-2" respectivamente. Ambas cepas se adquirieron
en Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Los animales usados en este trabajo

fueron mantenidos en un bioterio convencional.

2.1.2 Anticuerpos

Para citometria de flujo se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales de
Pharmingen (BD Biosciences):

Conjugados a FITC: anti-TA? (clon 25-9-17); anti-IA? (clon AMS-32.1); anti-
CD86 (clon GL1); anti-CD80 (clon 16-10A1); anti-CDl1c (clon HL3). Conjugados a
PE-Cy5: anti-CD3 (clon 145-2C11). Conjugados a PE-Cy7: anti-CD45R (clon
RA3-6B2). Conjugados a APC: anti-CD83 (clon Michel-19); anti-CD11c (clon HL3).
Los siguientes anticuerpos fueron adquiridos en e-Bioscience: anti-CD40 (clon 1C10);

anti-CD16/32 (clon 93). Ademds se usaron el anticuerpo monoclonal anti-F4/80
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conjugado a APC-Cy7 (clon BM8) (Biolegend) y el anticuerpo policlonal anti-Igs de
raton conjugado a FITC (Dako).

Para western blot se usaron los anticuerpos policlonales: anti-MHC clase 1I de
ratén (gentileza Dra. A.M. Lennon-Duménil, Institut Curie, Paris, Francia), anti-Igs de
conejo conjugado a peroxidasa de rdbano y anti-Igs de ratoén conjugado a peroxidasa de
rdbano (Dako). Ademads se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-a tubulina de ratén
(clon B-5-1-2) (Sigma).

Para la purificacién de DC se usé el anticuerpo monoclonal anti-CD11c de ratén

acoplado a microesferas magnéticas (clon N418, Miltenyi Biotec).

2.1.3 Reactivos

Cultivo Celular: Medio de cultivo RPMI-1640; medio de cultivo IMDM,; tripsina-

EDTA; L-glutamina; penicilina/estreptomicina; FBS; PBS; 2-ME (Gibco); gentamicina
(Laboratorio Sanderson).

Biologia Molecular: Acrilamida; N-N’-Metilenbisacrilamida; SDS; TRIS; TEMED

(Bio-Rad); 2-Mercaptoetanol; PMSF; APS; Ponceau S; inhibidores de proteasas:
aprotinina, leupeptina y pepstatina (Sigma); Tween 20 (Sigma-Aldrich); ortovanadato de
sodio (Fisher Scientific); BenchMark™ Pre-Stained Protein Ladder (Invitrogen); leche
descremada en polvo Svelty (Nestlé); SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate (Thermo Scientific); Revelador D-76; Fijador U-3 (Jamarca).
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Generales: DNAsa-I, Colagenasa D (Roche); PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker Kit
for General Cell Labeling) (Sigma-Aldrich); BD ELISPOT Mouse IFN-y Set (BD
Biosciences); etanol 95%, metanol (Lab-Tec); agua bidestilada (Sanderson); BSA
(Sigma); microesferas de PLGA (colaboracién Dr. S. Little, University of Pittsburgh,

PA, USA); LPS (Sigma).
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2.2 METODOS

2.2.1 Citometria de flujo

Para la deteccion de moléculas de superficie, las células se incubaron con las
correspondientes combinaciones de los anticuerpos diluidos en PBS + FBS 2% durante
20 min a 4°C. Posteriormente, se lavaron con PBS + FBS 2% y se centrifugaron a 4°C.
Las células se resuspendieron en PBS + FBS 2% a una concentracién 2x10° células/mL
para luego ser analizadas en un citdmetro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences). En
algunos casos, los receptores Fc de las células fueron previamente blogueados con el
anticuerpo CD16/32 (Fe Block) por 15 min a 4°C previo a el marcaje de superficie. Las
células muertas fueron descartadas utilizando yoduro de propidio.

Los andlisis de los datos se hicieron utilizando el software FACSDiva (BD

Biosciences) o el software FlowJo (Tree Star, Inc.)

2.2.2 Generacion de células dendriticas de médula dsea

Las DC se generaron a partir de células precursoras de médula 6sea de ratones
BALB/c extraidas de tibias y fémures. Los huesos se lavaron con etanol 70% por 1 min
y se perfundieron con medio RPMI, disgregando las médulas por agitacién vigorosa. Se
lisaron los globulos rojos incubando las células durante 5 min a temperatura ambiente en

I mL de una solucién hipoténica de cloruro de amonio (NH4Cl 0,15 M; KHCO; 10 mM
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y Na,EDTA 0,1 mM, pH 7,2-7,4) luego de lo cual se lavaron con medio RPMI completo
(RPMI suplementado con FBS 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL). Posteriormente, las células se centrifugaron a 400 x g por
5 min a 4°C y se cultivaron por 12 dias 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 pM.
Ademas, se agregd 3% v/v del sobrenadante de la linea celular JS58L como fuente de
GM-CSF murino para lograr la diferenciacion de los precursores de médula a DC. Las
células se incubaron a 37°C, 5% CQO». A los dias 4 y 8 de cultivo se reemplazo el medio
de cultivo por medio fresco completo. Para esto, se recuperaron las células no adherentes
y las células adherentes se lavaron con PBS 1x y se tripsinizaron durante 6 minutos a
37°C, luego se lavaron con medio RPMI completo, se centrifugaron a 400 x g por 5 min
a 4°C y ambas fracciones de células se juntaron y se sembraron a 10 células por placa
en medio completo + 2-ME 50pM.

Finalmente al dia 12 de cultivo se recuperaron ambas fracciones de células de las
placas y se usaron 3x10° células para analizar sus caracteristicas fenotipicas mediante
citometria de flujo con los marcadores de superficie CD11¢, IAY, CD80, CD86, CD83 y

CDA40. El resto de las células se utilizo para la obtencion de fagosomas PLGA.

2.2.3 Obtencion de fagosomas PLGA

Los fagosomas PLGA se prepararon a partir de DC provenientes de precursores

de médula o6sea de ratones BALB/c preparadas como se describié anteriormente. Luego
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de 12 dias de cultivo, 50%10° de DC adherentes y no adherentes se incubaron por 20 min
a 37°C en un tubo de 50 mL con 250x10° de microesferas de PLGA en 2,6 mL de medio
RPMI completo. Posteriormente se agregaron 4 mL de medioc RPMI completo tibio y se
centrifugd 2 min a 400 x g y, sin retirar el sobrenadante ni resuspender las células, se
incubd 70 min mas a 37°C. Se detuvo la fagocitosis lavando 3 veces con 50 mL de PBS
frio y centrifugacién a 400 x g por 5 min a 4°C. Finalmente las células se
resuspendieron en 500 pL de PBS frio y se traspasaron a un tubo de 1,5 mL.

Para aislar los fagosomas PLGA se lisaron las células mecanicamente por
jeringueo (60 veces) con aguja 21G y a continuacién se centrifugo el lisado celular a
400 x g por 5 min a 4°C, recuperando el sobrenadante donde se encuentran los
fagosomas PLGA,; éstos se almacenaron a 4°C hasta su utilizacién.

Se estimé la cantidad de fagosomas PLGA obtenidos midiendo la cantidad de
proteina total en la muestra mediante fluorometria, utilizando la plataforma de

cuantificacién Qubit® siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2.4 Preparacién de muestras para microscopia electrénica

La fagocitosis de microesferas de PLGA por DC generadas en presencia de}
sobrenadante J558L como se describié anteriormente, fue visualizada por microscopia
electrénica de transmision. Para ello, 5x10° DC incubadas por 90 min con microesferas
de PLGA se centrifugaron a 400 x g durante 5 min a 4°C, y al pellet se agregd 1 mL de

glutaraldehido 3% en tampon cacodilato de sodio 0,138 M, pIl 7,2.
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Las muestras fueron llevadas al Servicio de Microscopfa Electrénica de la
Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile, donde

fueron procesadas para su posterior analisis.

2.2.5 Determinacién de la presencia de moléculas MHC-II en fagosomas PLGA

La presencia de moléculas MHC-II en los fagosomas PLGA de BALB/c se
determind mediante Western Blot en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
denaturantes (SDS-PAGE). Se cargaron 20 pg de proteina total de fagosomas PLGA en
tampoén de carga con una mezcla de inhibidores de proteasas (leupeptina, pepstatina y
aprotinina 1 pg/mL; PMSF 1 mM; NazVOs 1 mM) previamente incubados 5 min a
100°C. Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la cual se
blogued por 16 hrs a 4°C en una solucién de PBS + Tween 20 0,1% mas 3% de BSA.
Las moléculas MHC-II se detectaron con el anticuerpo policlonal anti-IAB® diluido
1:2.000 en PBS-Tween + BSA 1%. La reaccién se llevé a cabo durante 1 hr a
temperatura ambiente. Luego, se incubd durante 1 hr a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario anti-Igs de conejo conjugado a HRP diluide 1:5.000 en
PBS-Tween.

Como control positivo de la presencia de moléculas MHC-II se usé un lisado de
una linea celular derivada de un linfoma B de ratones BALB/c y como control negativo
se utilizd un lisado de células RAG que provienen de un adenocarcinoma renal de

ratones BALB/c y carecen de moléculas MHC-II. Ambos extractos proteicos se
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obtuvieron de 107 células lisadas por 5 min a 100°C en 100 uL de tampén de lisis (SDS
7,5%; Tris-Cl 75 mM pH 7,4; PMSF 7,5 mM; Naz;VOQy 7,5 mM; leupeptina, pepstatina y
aprotinina 7,5 pg/mL). Finalmente, el lisado se centrifugd a 12.000 x g durante 15 min a
4°C, se recuperd el sobrenadante y se almacené a -20°C hasta su utilizacién. Como
control de carga se evalud o-tubulina utilizando un anticuerpo anti-a-tubulina diluido
1:7.000 en PBS-Tween + BSA 1%, el cual se reveld con un anticuerpo secundario anti-
Igs de raton conjugado a HRP diluido 1:10.000 en PBS-Tween.

Para la estimacién del peso molecular de las proteinas se ocupd el estandar
BenchMark Pre-stained Protein Ladder. Las membranas de nitrocelulosa fueron
reveladas en oscuridad utilizando el kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate, segin las instrucciones del fabricante.

2.2.6 Marcaje de fagosomas PLGA con PKH26

Los fagosomas PLGA se marcaron con el fluorocromo PKH26, el cual se excita
a una longitud de onda de 551 nm y su espectro de emision presenta un pico a 567 nm,
caracteristicas que lo hacen compatible para ser analizado mediante citometria de flujo.

El protocolo seguido para el marcaje fue adaptado del protocolo sugerido por el
fabricante: 1 mg de proteina total de fagosomas PLGA se centrifugé a 16.000 x g
durante 10 min a 4°C, y el pellet se resuspendié en 100 pL del diluyente provisto en el
kit. El colorante se agregd a una concentracion de 12 pM en 100 pL de diluyente. Se

incubd 5 min a temperatura ambiente con agitacion rotatoria y se detuvo la reaccién
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incubando 1 min a temperatura ambiente con 200 pL de BSA 1% en PBS.
Posteriormente, se lavo 3 veces con 1 mL de PBS + FBS 2%, cenfrifugando a 16.000 x g
durante 10 min a 4°C. Los fagosomas PLGA marcados se almacenaron a 4°C por no
mas de 24 hrs, evitando la exposicion a la luz.

Posterior al marcaje, se cuantificé la cantidad de proteina total de fagosomas

PLGA marcados utilizando la plataforma de cuantificacion Qubit®.

2.2.7 Inyeccion de fagosomas PLGA alogénicos y obtencion de células de drganos

linfoides

Para determinar la distribucion de fagosomas PLGA alogénicos en distintos
organos linfoides, ratones C57BL/6 fueron inyectados de manera intravenosa (i.v.) con
300 pg de proteina total de fagosomas PLGA de BALB/c marcados con PKH26 en un
volumen de 200 pL de PBS + FBS 2%. Como control se inyectaron ratones C57BL/6
con 200 pL de PBS + FBS 2%.

Luego de 48 hrs, tiempo al cual se consignié la mejor sefial de PKH26, se
obtuvieron las células de bazo, ganglio mesentérico (MLN) y ganglios periféricos
(PLNs). Para ello, cada 6rgano se disgregé mecénicamente y los tejidos se digirieron
45 min a 37°C con agitacion rotatoria en presencia de colagenasa D (I mg/mL) y
DNAsaI (0,05 mg/mL) en PBS + FBS 2%. Posteriormente, las suspensiones celulares se

pasaron por un tamiz metalico de 90 um de abertura, llevando a 10 mL con medio RPMI

completo para el caso del bazo y a 8 mL con medio IMDM + FBS 10% para MLN vy
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PLNs. Las células se lavaron centrifugando a 500 x g por 7 min a 4°C y se lisaron los
globulos rojos del bazo incubando durante 5 min a temperatura ambiente con 1 mlL de
una solucién hipoténica de cloruro de amonio, luego de lo cual se lavé con medio RPMI
completo, centrifugando en las mismas condiciones anteriores.

Finalmente, se analizé mediante citometria de flujo la presencia de PKH?26 en los

distintos 6rganos linfoides.

2.2.8 Purificacién de células CD11c¢" de bazo

Para evaluar las caracteristicas fenotipicas de las DC y macréfagos de bazo que
incorporaron fagosomas PLGA alogénicos, ratones C57BL/6 fueron inyectados iv. con
150 ng de proteina total de fagosomas PLGA de BALB/c marcados con PKH26 en
200 uL de PBS + FBS 2%, Como control negativo, se inyectaron i.v. ratones C57BL/6
con 200 pL de PBS + FBS 2%. Como control de activacién se inyectaron i.v. ratones
C57BL/6 con 30 pg de LPS en 200 pL de PBS + FBS 2%.

Luego de 6 h (i.v. LPS) 6 48 h (i.v. fagosomas PLGA alogénicos) sc obtuvieron
las células del bazo tal como se describid en la seccién anterior. Con el propésito de
enriquecer la poblacién celular en células CDI1lc’, 100x10° de esplenocitos se
centrifugaron a 500 x g por 7 min a 4°C, se resuspendieron en 300 pL de tampon MACS
(PBS + EDTA 2mM + FBS 5%) y se incubaron con 30 pL de microesferas magnéticas
conjugadas con un anticuerpo anti-CD11c de ratén durante 20 min a 4°C con agitacion

rotatoria. En seguida, las células se lavaron con 10 mL de tampén MACS, se
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centrifugaron a 500 x g por 7 min a 4°C, se resuspendieron en 1 mL de tampén MACS y
se hizo una seleccién positiva con un iman (VarioMACS) y columna magnética
(Columnas LS, Miltenyi) segin las instrucciones del fabricante. La pureza fue superior
al 60% determinado mediante citometria de flujo.

Se analizé el fenotipo de las células purificadas a través de la expresién de los
marcadores de superficie IA® (MHC-II), CD86, CD80, CD83 y CD40 mediante

citometria de flujo.

2.2.9 Inyeccién de fagosomas PL.GA alogénicos e inmunizacion de ratones

Ratones C57BL/6 fueron inyectados iv. con 150 pg de proteina total de
fagosomas PLGA de BALB/c en 200 pL de PBS 6 con 200 pL de PBS solo como
control (dia 0). Luego de una semana (dia 7), los ratones se inmunizaron de manera
intraperitoneal (i.p.) con 107 esplenocitos BALB/c. Estos esplenocitos se obtuvieron
perfundiendo el bazo de un animal con 10 mL de medio RPMI completo luego de lo
cual se lisaron los gldbulos rojos incubando durante 5 min a temperatura ambiente con
1 mL de una solucién hipotonica de cloruro de amonio. A continuacion, las células se
llevaron a 10 mL con medio RPMI completo y se centrifugaron a 500 x g por 7 min a
4°C. Finalmente, los esplenocitos se resuspendieron y se dejaron a una concentracion de
107 células/200 pL de PBS.

Una segunda inmunizacién con esplenocitos de BALB/c fue realizada 7 dias

despusés de la primera inmunizacion (dia 14), utilizando la misma dosis de células.
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A los dias 0 y 21 del experimento, se obtuvo suero de los animales inmunizados
para evaluar los niveles de aloanticuerpos circulantes mediante citometrfa de flujo (ver
seccién 2.2.10). Los sueros se almacenaron en alicuotas a -20°C hasta su utilizacién. Al
dia 21, los animales se sacrificaron y se obtuvieron los esplenocitos para determinar el

numero de LTs alorreactivos por ELISPOT (ver seccion 2.2.11).

2.2.10 Medicion de niveles de aloanticnerpos en sueros

Los sueros de los animales inmunizados se incubaron durante 30 min a 4°C
(diluidos 1:40) con 5x10° esplenocitos BALB/c (ver seccién 2.2.9) en un volumen final
de 50 pL de PBS + FCS 2%. A continuacion, las células se lavaron 3 veces con 1 mL de
PBS + FCS 2%, centrifugando a 500 x g por 7 min a 4°C y se incubaron con los
anticuerpos anti-CD3 y anti-Igs de ratén durante 20 min a 4°C. Finalmente, las células
se lavaron con 1 mL de PBS + FCS 2% y se analizaron los niveles de aloanticuerpos

circulantes presentes en los sueros mediante citometria de flujo.

2.2.11 ELISPOT

Se determind el niimero de LTs alorreactivos mediante la secrecién de IFN-y por
ELISPOT, utilizando el kit BD ELISPOT Mouse IFN-y Set. Para esto, a los pocillos de
una placa de 96 pocillos se les agregd 100 pl/pocillo de anticuerpo de captura diluido

1:200 en PBS y se incubaron a 4°C por 16 hrs sobre papel absorbente hiimedo.
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Posteriormente, las placas se lavaron y se dejaron bloqueando durante 3 hrs a
temperatura ambiente con 300 pL/pocillo de medio RPMI completo.

Como células respondedoras (RC) se usaron 10° esplenocitos de los animales
inmunizados, y como células presentadoras de antigeno se utilizaron 10° esplenocitos
irradiados (30 Gy) de un ratén BALB/c, las cuales se cultivaron por triplicado en 200 pL
de medio RPMI completo. Como controles negativos se cultivaron RC y células
presentadoras de antigenos por separado, ademas se cultivaron RC de los animales
inmunizados con células presentadoras de antigenos irradiadas de un ratén C57BL/6
isogénico.

Luego de 20 hrs de incubacién a 37°C, CO; 5%, las placas se lavaron 2 veces
con agua bidestilada y 3 veces con la solucién de lavado (PBS + Tween 20 0,05%),
luego de lo cual se agregaron 100 pL/pocillo de anticuerpo de deteccién anti-IFN-y
biotinilado diluido 1:250 en PBS + FBS 10% y se incubd a 4°C por 16 hrs, sobre papel
absorbente hiimedo. Al dia siguiente, las placas se lavaron 3 veces con solucién de
lavado y se incubaron durante 2 hrs a temperatura ambiente en ausencia de luz con
100 pL/pocillo de la enzima estreptavidina conjugada a HRP diluida 1:100 en PBS +
FBS 10%. Posteriormente, las placas se lavaron 4 veces con la solucién de lavado,
2 veces con PBS y se incubaron con 100 pL/pocillo de la solucién con el sustrato final
(3-amino-9-etilcarbazol + HzO;) en ausencia de luz. Las placas se lavaron con agua
bidestilada y se dejaron secar destapadas durante 3 hrs a 37°C. Finalmente, se determind
¢l niimero de spots utilizando un lector de ELISPOT y el software Eli.Analyse ELISPOT

Analysis Software V6.0.
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Los resultados representan el promedio de spots de los triplicados de los
cultivos (RC + células presentadoras de antigenos) restando la suma de spots de RC y

células presentadoras de antigenos cultivados por separado (<15 spots en cada caso).

2.2.12 Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron repetidos al menos tres veces. Para las
comparaciones entre cada tratamiento se utilizé el analisis de ANOVA de una via con
test de comparacién multiple de Tukey. Los datos son presentados como el promedio +
error estandar. Las diferencias fueron consideradas significativas si p < 0,05. Para el
analisis estadistico y la confeccion de los graficos se utilizoé el software GraphPad

PRISM (GraphPad Software Inc.).
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3. RESULTADOS

3.1 Células dendriticas generadas en presencia del sobrenadante de la linea celular

J558L fagocitan eficientemente microesferas de PLGA.

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que células precursoras de
médula 6sea cultivadas por 12 dias en presencia del sobrenadante de la linea celular
J558L como fuente de GM-CSF murino, generan 2 poblaciones de células dendriticas,
una adherente y otra en suspension, ambas poblaciones presentan una alta expresion del
marcador CD11c pero difieren en la expresion de ciertos marcadores de maduracion
como MHC-II y CD86, siendo la fraccion en suspension mds madura que la fraccién
adherente. Sin embargo, ambas poblaciones pueden considerarse como células
inmaduras, ya que presentan alta capacidad fagocitica y al ser estimuladas con distintos
estimulos bacterianos responden secretando cantidades similares de citoquinas tales
como IL-2, IL.-12 e IL-10 (Pino, 2005).

Dado que mediante este protocolo es posible obtener células dendriticas capaces
de fagocitar de manera eficiente, células precursoras de médula dsea de ratones BALB/c
(H-2% se utilizaron para generar DC a partir de las cuales se obtuvieron fagosomas con
microesferas de PLGA. La figura 1A muestra una imagen obtenida mediante
microscopia electronica de transmisién, donde se observa la morfologia de una célula
dendritica obtenida bajo estas condiciones de cultivo con sus tipicas prolongaciones tipo

dendritas (Steinman y Banchereau, 2007). En 1B se puede advertir los espacios dejados
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por las microesferas de PLGA en el citoplasma de una célula dendritica luego de 90 min
de incubacion, esto podria deberse a que el PLGA no permite la correcta polimerizacion
de la resina empleada para la fijacion de las muestras, o que el PLGA no resiste el
tratamiento de fijacién empleado. Afin asi se puede notar una eficiente fagocitosis de las
microesferas, lo que provoca la pérdida de las prolongaciones tipo dendrita en las

células.
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Figura 1. Células dendriticas generadas en presencia del sobrenadante de la linea
celular J558L fagocitan eficientemente microesferas de PLGA. Imégenes obtenidas
mediante microscopia electronica de transmision de células dendriticas derivadas de
precursores de médula dsea de ratones BALB/c luego de 12 dias de cultivo a 37°C y 5%
CO; en presencia del sobrenadante de la linea celular J558L. (A) DC sin tratar (B)

Luego de 90 min de incubacion con microesferas de PLGA.
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3.2 Los fagosomas PLGA de BALB/c poseen moléculas MHC-I1

Con el objetivo de determinar la presencia de moléculas MHC-II haplotipo d en
la membrana de los fagosomas PLGA, se realizé6 un Western blot en condiciones
denaturantes empleando un anticuerpo que reconoce la cadena B de moléculas MIIC
clase II. Segiin lo reportado en la literatura, esta glicoproteina integral de membrana
posee un peso molecular aproximado de 25-30 kDa (McMillan y col, 1981;
Bhattacharya y col., 1981; Cresswell, 1994).

En la figura 2 se observa una banda de aproximadamente 29 kDa que

corresponde a la cadena B del complejo mayor de histocompatibilidad clase I
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Figura 2. Fagosomas PLGA contienen moléculas MHC-II. Se determiné la presencia
de moléculas MHC-II en los fagosomas PLGA mediante Western blot. 20 pg de proteina
total de fagosomas PLGA (Fag), lisado celular de A-20 (A-20, control positivo) y lisado
celular de RAG (RAG, control negativo) fueron separadas por SDS-PAGE al 12% y la
deteccion de moléculas MHC-II se realizé utilizando un anticuerpo policlonal anti-IAB
haplotipo d. Como control de carga se emple6 un anticuerpo anti-a-tubulina. Resultado

representativo de tres experimentos independientes.
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3.3 Los fagosomas PLGA alogénicos son fagocitados in vivo por células CD1ic" de

bazo de ratones receptores

Se determind la localizacién de los fagosomas PLGA de BALB/c al ser
inyectados via intravenosa en ratones C57BL/6. Para ello los fagosomas PLGA fueron
previamente marcados con PKH26, un fluoréforo lipofilico que se incorpora de manera
estable no covalente a membranas celulares (Horan y Slezak, 1989; Fischer y Andreas,
2003). Al cabo de 4, 24 y 48 hrs después de la inyeccion, se evalué mediante citometria
de flujo la presencia de este fluoréforo en células de ganglios periféricos, ganglio
mesentérico y bazo de los ratones inyectados.

El mayor porcentaje de células PKH26" fue detectado luego de 48 hrs post
inyeccion de los fagosomas PLGA alogénicos, correspondiendo a un 1% del total de
células en el bazo, y a todos los tiempos estudiados se observé que las células que los
fagocitan migran sélo al bazo (Figura 3).

Ademas, los fagosomas PLGA alogénicos fueron fagocitados tinicamente por
células CD11c", dado que sélo estas células presentan fluorescencia de PKH26 (Figura
4A). Dentro de las células positivas para este fluoréforo se observaron células con

expresién moderada para CD11c, correspondientes a macréfagos dado que presentaron

alta expresion del marcador F4/80 (Figura 4B).




34

Control

iv. Fagosomas

SSC
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Figura 3. Distribucion de fagosomas PLGA alogénicos en ratones receptores.
300 pg de proteina total de fagosomas PLGA de BALB/c marcados con el fluoréforo
PKH26 se inyectaron via intravenosa en ratones C57BL/6. Luego de 48 hrs se analizo
mediante citometria de flujo la presencia de PKH26 en células de ganglio mesentérico
(MLN), ganglios periféricos (PLN) y bazo del raton receptor. Resultados representativos

de 5 experimentos independientes.
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Figura 4. Fagosomas PLGA alogénicos son fagocitados por células CD11c" de bazo.
300 pg de proteina total de fagosomas PLGA de BALB/c marcados con el fluoréforo
PKH26 se inyectaron via intravenosa en ratones C57BL/6. Luego de 48 hrs se analizo
mediante citometria de flujo la presencia de PKH26 en esplenocitos del raton receptor.
Los esplenocitos fueron incubados con anticuerpos especificos para CD11c y F4/80. Los
nimeros al interior de cada grafico representan el porcentaje de células en cada

cuadrante. Resultados representativos de 3 experimentos independientes.
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3.4 La incorporacién de fagosomas PL.GA alogénicos in vivo no induce la activacién

de las células CD11c¢" que los fagocitan

Dado que s6lo las células CD11¢" de bazo fagocitaron fagosomas PLGA
alogénicos in vive, nos propusimos determinar el fenotipo de estas células para
establecer si la incorporacién de éstos puede activarlas. Para esto, se inyectaron 150 pg
de proteina total de fagosomas PLGA de BALB/c marcados con PKH26 en ratones
C57BL/6 y luego de 48 hrs se aislaron las células CD1 1c” del bazo mediante separacion
inmunomagnética. Como control de activacion, ratones C57BL/6 se inyectaron iv. con
30 pg de LPS.

La figura 5 muestra el fenotipo de las células dendriticas de los animales bajo los
distintos tratamientos, para los marcadores de activacién MHC-II, CD86, CD80, CD83 y
CD40. Se observa que el tratamiento con fagosomas PLGA no induce a un aumento de
la intensidad media de fluorescencia (IMF) para ninguno de los marcadores analizados
comparado con el control no tratado, mientras que en los ratones tratados con LPS, se
observa un aumento de la expresién de los marcadores estudiados (Tabla 1). Por lo tanto
el tratamiento de las DC con fagosomas PLGA alogénicos no induce cambios en el
estado de activacion de las DC, siendo éstas capaces de activarse en presencia de LPS.

Del mismo modo, se analizé el fenotipo de los macréfagos de bazo (CDllcm{d
F4/80™), los cuales también presentaron fluorescencia del fluoréforo PKH26. La figura 6

muestra que en estas células tampoco cambia la expresién de los marcadores MHC-II,

CD86 y CD80 cuando se inyectan fagosomas PLGA alogénicos, en comparacién con el
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control no tratado, mientras que los macréfagos de los animales inyectados con LPS si

sufren un aumento de la expresion de estos marcadores (Tabla 2).
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Figura 5. La incorporacion de fagosomas PLGA alogénicos in vivo no induce la

activacion de las células dendriticas de bazo. 150 pg de proteina total de fagosomas

PLGA de BALB/c marcados con el fluoroforo PKH26 se inyectaron via intravenosa en

ratones C57BL/6. Luego de 48 hrs se analizo mediante citometria de flujo el fenotipo de

las células dendriticas. Como control de activacion, ratones C57BL/6 se inyectaron i.v.

con 30 pg de LPS. El analisis mostrado se realizo en una ventana para las células CD1l1c

positivas. Los graficos muestran la intensidad media de fluorescencia de 3 experimentos

independientes.
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Tabla 1. Efecto de la incorporacién de fagosomas PLGA alogénicos en la activacion

de las células dendriticas de bazo.

Experimento 2 Experimento 3

Control Fagosomas  LPS Control Fagosomas  LPS  Control Fagosomas  LPS

Experimento 1

e e

MHC-IT 448 258 733 294 257 327 188 136 310
CD86 30 26 136 37 35 130 26 27 141
CD80 69 84 141 59 61 115 56 48 122
CD83 34 27 105 47 45 102 37 33 81
CD40 54 30 192 43 41 227 38 34 101

Anélisis detallado del experimento mostrado en la figura 5. El analisis se realiz6 en una

ventana de células CDIlc positivas. Los datos indican la intensidad media de

fluorescencia de 3 experimentos independientes.
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Figura 6. La incorporacion de fagosomas PLGA alogénicos in vive no induce la
activaciéon de macréfagos de bazo. 150 pg de proteina total de fagosomas PLGA de
BALB/c marcados con el fluordforo PKH26 se inyectaron via intravenosa en ratones
C57BL/6. Luego de 48 hrs se analiz6 mediante citometria de flujo el fenotipo de los
macréfagos. Como control de activacion, ratones C57BL/6 se inyectaron i.v. con 30 ug
de LPS. El analisis mostrado se realizé en una ventana para las células F4/80 positivas.
Los graficos muestran la intensidad media de fluorescencia de 3 experimentos

independientes.
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Tabla 2. Efecto de la incorporaciéon de fagosomas PLGA alogénicos en la activacion

de macrofagos de bazo.

1 Experimento 1 ' Experimento 2 { Experimento 3

|

l Control Fagosomas  LPS Control Fagosomas  LPS Control Fagosomas  LPS
|
i

MHC-II 594 370 1.104 435 389 742 188 136 478
\
i CD86 67 50 147 54 53 158 49 45 123
‘u
1 CD80 127 123 297 123 115 278 - - -

Analisis detallado del experimento mostrado en la figura 6. El anélisis se realizé en una
ventana para las células F4/80 positivas. Los datos indican la intensidad media de

fluorescencia de 3 experimentos independientes.
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3.5 La incorporacion de fagosomas PLGA alogénicos in vivo disminuye la respuesta

inmune humoral y celular

Los resultados anteriores demuestran que el tratamiento con fagosomas PLGA
alogénicos no induce la activacion de las células que los fagocitan, por lo que a
continuacion evaluamos el efecto de este tratamiento sobre la respuesta inmune humoral
y celular, Para esto se inyectaron i.v. 150 ug de fagosomas PLGA de BALB/c en ratones
C57BL/6 (dia 0) y a los dias 7 y 14 los ratones fueron inmunizados con esplenocitos de
ratones BALB/c. Siete dias después de la dltima inmunizacién se midieron los niveles de
aloanticuerpos circulantes en suero por citometria de flujo y el nimero de linfocitos T
alorreactivos, midiendo la secrecion de IFN-y mediante ELISPOT.

Los resultados indican que el tratamiento con fagosomas PLGA alogénicos
disminuyo de manera significativa los niveles de aloanticuerpos, donde la IMF alcanzd
un valor promedio de 1.675 + 262, en comparacion con el grupo de ratones inmunizados
sin tratamiento previo con fagosomas PLGA, en donde alcanzé un valor promedio de
3.101 £+ 289 (ANOVA una via, p<0,0001; Figura 7). Estos valores se traducen en un
46% de reduccion de los niveles de aloanticuerpos circulantes.

De la misma manera, el nimero de linfocitos T alorreactivos en el grupo de
animales tratados con fagosomas PLGA alogénicos disminuy6 de manera significativa,
observandose un promedio de 63 £+ 10 spots, en comparacion con el grupo de ratones
solo inmunizados donde se obtuvieron 127 + 13 spots (ANOVA una via, p<0,0001;

Figura R). Estos valores representan una reduccién de un 50% en el niimero de células
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secretoras de IFN-y, efecto atribuible al tratamiento con fagosomas PLGA alogénicos
previo a dos inmunizaciones.
Estos resultados sugieren que el tratamiento con fagosomas PLGA alogénicos

tiene un efecto regulador sobre la respuesta inmune humoral y celular.
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Figura 7. Los fagosomas PLGA alogénicos disminuyen los niveles de aloanticuerpos
en sueros in vivo. Andlisis mediante citometria de flujo de sueros de ratones C57BL/6
tratados con fagosomas PLGA de BALB/c e inmunizados dos veces con esplenocitos de
BALB/c. n: numero de ratones por grupo. Los resultados representan el promedio de los

datos + SEM. (ANOVA una via, Tukey post-test: ***p<0,001).
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Figura 8. Los fagosomas PLGA alogénicos disminuyen el niimere de linfocitos T
alorreactivos in vive. Cuantificacion de células secretoras de IFN-y mediante ELISPOT
en esplenocitos de ratones C57BL/6 tratados con fagosomas PLGA de BALB/c e
inmunizados dos veces con esplenocitos de 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 espontanea de IFN-y. (ANOVA una via,

Tukey post-test: ***p<0,001).
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4. DISCUSION

Las células dendriticas cumplen un rol duval dentro del sistema inmune ya que
bajo condiciones de infeccién e inflamacion llevan al desarrollo de una respuesta
efectora, mientras que en un ambiente no inflamatorio, con baja expresion de moléculas
estimuladoras y con secrecién principalmente de citoquinas inhibitorias, conducen a un
estado de tolerancia (Morelli y Thomson, 2007). En este estado, las DC mantienen un
fenotipo inmaduro. Cuando una DC inmadura presenta antigenos a linfocitos T se
produce anergia, lo que conduce a una inhabilidad del LT para proliferar debido a la
falta de una segunda sefial de estimulacion. También se puede inducir la generacion de
linfocitos T reguladores, los cuales aumentan la tolerancia pues suprimen la respuesta
efectora de LT. Diversos grupos de investigadores han tratado de sacar ventaja de estas
caracteristicas, intentando manipular estos mecanismos para obtener tolerancia a
trasplante (Steinman y col., 2003; Ureta y col., 2007; Moore y col., 2010).

La induccion de tolerancia a trasplante constituye uno de los mayores desafios
que enfrenta la inmunologia y para cumplir esta meta, todas las células T que son
potencialmente reactivas.a los antigenos trasplantados necesitan ser “apagadas”, lo que
implica delecion, anergia o supresién mediada por LTreg.

En nuestro laboratorio hemos generado un protocolo que permite obtener
células dendriticas inmaduras a partir de precursores de médula dsea en presencia del

sobrenadante de la linea celular J558L. Estas células presentan alta capacidad fagocitica
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y al ser estimuladas con distintos estimulos bacterianos responden secretando citoquinas
tales como IL-2, IL-12 e IL-10 (Pino, 2005).

En base a estos antecedentes nos propusimos obtener vesiculas fagociticas
llamadas fagosomas entregindole a las DC inmaduras microesferas de PLGA para
fagocitar. Este copolimero es biocompatible y biodegradable, y estas propiedades lo
convierten en una herramienta muy util para su utilizacién con diversos fines en
humanos ya que su degradacidn es inocua y no provoca la activacién de una respuesta
inmune, caracteristica esencial en el area de trasplantes. Las particulas de PLGA estan
aprobadas por la FDA (Food and Drug Administration) y son utilizadas en humanos y
animales como método para liberar antibidticos, inmunosupresores o incluso en terapia
anti-tumoral (Mader y col., 1997; Jhunjhunwala y col., 2009; Goforth y col., 2009).

En este trabajo demostramos mediante Western Blot que los fagosomas de PLGA
obtenidos a partir de ratones BALB/c poseen moléculas MHC-II (Figura 2). Ademas
demostramos por citometria de flujo la presencia de moléculas MHC-I y CD86
(Ramirez, 2011).

Para investigar el efecto in vivo de los fagosomas PLGA alogénicos, marcamos
estas particulas con el colorante fluorescente PKH26, de esta manera fuimos capaces de
seguir in vivo el efecto de la fagocitosis de estas particulas. Luego de 48 hirs de inyectar
fagosomas PLGA alogénicos marcados con PKH26 via intravenosa, se observé que
estas particulas fueron fagocitadas sélo por células presentes en el bazo (Figura 3). Esto
concuerda con las evidencias que demuestran que este 6rgano es el mayor filtro de la

sangre en el cuerpo gracias a la estructura especializada del sistema venoso en la pulpa
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roja, lo que le confiere la capacidad de filtrar la sangre y remover eritrocitos viejos
(Mebius y Kraal, 2005). El hecho de encontrar los fagosomas PLGA alogénicos solo en
el bazo sugiere que estas particulas o bien no ingresan al sistema linfatico o que las DC
encontradas en los ganglios periféricos tienen una baja capacidad fagocitica como ha
sido reportado en la literatura (Wilson y col., 2003). En este sentido, se ha demostrado
que aproximadamente el 50% del total de DC encontradas en ganglios periféricos
presentan un fenotipo maduro (Wilson y col.,, 2003) y aunque histéricamente se ha
asociado baja capacidad fagocitica a las DC maduras (Banchereau y col., 2000), una
publicacion reciente sugiere lo contrario (Drutman y Trombetta, 2010).

Por otra parte observamos (Figuras 3 y 4) que alrededor de un 1% de los
esplenocitos presentaban la fluorescencia de PKH26, lo cual se ajusta a la proporcién
existente de células dendriticas en estado estacionario en el bazo de un ratén en
condiciones estandar (Merad y Manz, 2009). Cabe destacar que se observaron células
con expresion moderada para CD11c que también fagocitaron fagosomas PLGA, estas
células corresponden probablemente a macréfagos dado que expresaron el marcador
F4/80, aunque estd reportado que un subtipo de DC en el bazo (CD4'CD8") expresan
este marcador, por lo que no podemos descartar que estas células correspondan a este
subtipo de DC (Leenen y col., 1998; Kamath y col., 2000; Taylor y col., 2005).

El principal interés de este trabajo es la utilizacion de los fagosomas PLGA
alogénicos como un medio para transportar aloantigenos en forma tolerogénica. Por lo
tanto, el siguiente paso fue determinar si los fagosomas PLGA alogénicos administrados

via intravenosa podian activar a las células que los fagocitan. La maduracion de las DC
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tiene asociado varios cambios fenotipicos que resultan en un aumento en la habilidad
para procesar antigenos y activar a los LT, Estos cambios fenotipicos incluyen aumento
en la produccién de complejos péptidos-moléculas MHC, aumento de la expresion de
moléculas de co-estimulacion y unidn a LT y la produccién de novo de factores de
crecimiento como IL-2, IL-12p70, quimitoquinas y citoquinas (Steinman y col., 2003).
En las figuras 5 y 6 se muestra €l fenotipo de activacion de las células dendriticas y
macrdfagos de bazo respectivamente, 48 hrs después de la inyeccion de fagosomas
PLGA. En ambos casos se observa que el tratamiento con fagosomas PL.GA alogénicos
no indujo la activacién de las células, al comparar la intensidad media de fluorescencia
de las células para los marcadores de activacion MHC-II, CD86, CD80, CD83 y CD40
en DC y macréfagos de ratones control e inyectados con fagosomas PLGA. Es mas, para
el caso de MIC-II tanto en DC como en macréfagos y CD40 en DC, se observa una
ligera tendencia a la disminucién de la intensidad media de fluorescencia luego de la
inyeccion de fagosomas PLGA. En DC inmaduras, las moléculas MHC-II son
rapidamente internalizadas y tienen una vida media corta, la maduracion mediante un
estimulo inflamatorio conduce a un aumento explosivo en la sintesis y traslocacion de
complejos MHC-II/péptidos hacia la superficie celular donde permanecen estables por
dias disponibles para el reconocimiento de LT CD4" (Banchereau y col., 2000; Steinman
y Banchereau, 2007). Por otro lado, estd demostrado que la sefializacion via CD40
induce cambio en las DC que las convierten en células presentadoras de antigenos mas
eficientes, como aumento en la expresién de moléculas MHC-II y moléculas co-

estimuladoras como CD80 y CD86 (Elgueta y col., 2009; Ma y Clark, 2009). Asi, dado
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que la induccién de la expresion de ambas moléculas es importante para la activacién de
las DC, una disminucion de su expresién podria ser indicativo de un estado tolerogénico.
Por otra parte, demostramos que estos mismos tipos celulares en animales tratados con
LPS de manera intravenosa son capaces de activarse y aumentar la expresion de estos
marcadores de activacion. Estos resultados sugieren que las proteinas del donante
presentes en los fagosomas PLGA podrian estar siendo procesadas y presentadas en un
contexto no inflamatorio, ya que no activan a las células que los fagocitan.

Finalmente, puesto que el objetivo a largo plazo de este proyecto es la utilizacion
de los fagosomas PLGA para la induccién de tolerancia antigeno especifica en
trasplante, evaluamos si la fagocitosis de los fagosomas PL.GA alogénicos tiene algin
efecto en la respuesta inmune humoral y celular in vivo. Para ello, inyectamos iv.
fagosomas PLGA derivados de ratones BALB/c en ratones C57BL/6 como tratamiento
previo a la inmunizacién con esplenocitos de BALB/c. Los resultados muestran una
disminucién en un 46% de los niveles de aloanticuerpos circulantes (Figura 7) y una
reduccion en el nimero de LT alorreactivos de un 50% (Figura 8) al comparar los
animales tratados con fagosomas PLGA antes de la inmunizacién versus aquellos que
s6lo fueron inmunizados, sugiriendo que el tratamiento con fagosomas PLGA
alogénicos tiene un efecto regulador sobre la respuesta inmune humoral y celular. Mas
aun, en otros experimentos realizados en nuestro laboratorio, se observa que este efecto
es antfgeno especifico, dado que la administracién de fagosomas PLGA no afecta la

reactividad en contra de una tercera cepa (Ramirez, 2011).
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A pesar de lo prometedor de estos resultados, existe un punto débil en la
obtencion de los fagosomas PLGA. Primero, l1a preparaciéon de los fagosomas PLGA
alogénicos necesita de células dendriticas inmaduras para producir la particula recubierta
de la membrana plasmatica de la célula fagocitica. Aunque hemos estudiado con
rigurosidad las proteinas presentes en la superficie de estas células, aiin pueden quedar
muchas proteinas sin ser identificadas. Cada dia resulta mas compleja la caracterizacién
del estado de madurez e inmadurez de las DC. En segundo lugar, la preparacion de las
c€lulas dendriticas donante de aloantigenos contiene en general un contaminante de
alrededor de 20% de células CD11c negativas. Quizas aumentando la pureza de las DC
puedan mejorarse los resultados. Por tltimo, la obtencion de los fagosomas PLGA se
hace por disrupcion mecénica de las células y esto infroduce una fuente de variabilidad
dificil de manejar. Por estas razones en nuestro laboratorio se estin disefiando protocolos
mejorados para la produccidén de fagosomas PLGA, que permitan obtener un mayor
rendimiento y pureza. Estos protocolos incluyen producir la disrupcion de las células
mediante shock osmético y/6 aumentar la pureza de los fagosomas PLGA mediante cell
sorfing.

Otro punto que deberia ser abordado en el futuro conciernen los mecanismos que
estdn siendo utilizados para producir tolerancia, Lo més probable es que los fagosomas
PLGA intervengan a nivel de tolerancia periférica, quizas en la induccion de LT
reguladores, aunque esto no ha sido demostrado adn. Otro mecanismo de accidén
probable es la induccion de anergia en los LT cuando estos interactian con DC que no

presentan moléculas coestimuladoras. En este sentido, Vendetti y col. (Vendeiti y col.,,
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2000) establecieron que LT anérgicos pueden ademds inhibir la funcién presentadora de
antigeno de las DC, y demostraron mediante ensayos en Transwell que esto ocurre por
un mecanismo dependiente de contacto. Nuestros resultados indican que los fagosomas
PLGA no inducen la expresion de marcadores de activacion en las células que los
fagocitan, por lo que estas células podrian estar induciendo anergia en los LT. Segiin lo
propuesto por Vendetti, esto podrfa llevar a un proceso con retroalimentacién positiva,
es decir, estos LT anérgicos podrian ejercer un efecto inhibitorio sobre otras DC que
estén presentando antigenos. Tampoco se puede descarfar que los fagosomas PLGA
estén induciendo la generacidn de LTreg, pero en fodo caso ambos mecanismos, anergia
¥ supresién, no son excluyentes y ambos dados simultdneamente potencian de forma
‘ poderosa la induccidon de tolerancia periférica.

Una de las metodologias actualmente utilizadas para inducir tolerancia consiste
en la liberacién in situ de alo-antigenos del donante en los 6rganos linfoides secundarios
del receptor, sin producir un estado inflamatorio. De esta manera, se evita la activacion
de las DC, manteniendo o incluso exacerbando su habilidad para inducir tolerancia. En
este sentido, se han usado dos sistemas de administracién de antigenos que presentan
baja inmunogenicidad en trasplantes: células apoptéticas y exosomas derivados de
células dendriticas del donante. Se ha demostrado que las células dendriticas fagocitan
eficientemente células del donante en estadio de apoptosis temprana, y pueden aumentar
la sobrevida de un trasplante heterotopico de corazén en ratones, disminuyendo la
respuesta alo-reactiva de linfocitos T via delecién de LT e induccién de LTregs (Wang y

col., 2006). Este mismo grupo de investigadores demostré que estas células apoptdticas
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disminuyen el alo-reconocimiento via indirecta y reducen la vasculopatia en trasplantes
de valvulas adrticas alogénicas (Wang y col., 2009). Sin embargo, un punto en contra de
esta estrategia es que los métodos de induccion de apoptosis tienen distintos efectos
dependiendo de la etapas del ciclo celular en que se encuentire la célula, esto implica
cfectos variables cuando las células no estdn sincronizadas en su ciclo celular, lo que
podria originar complicaciones si se originan células en apoptosis tardia o células
necréticas que inducirfan més bien inmunidad en vez de tolerancia (Gleisner, 2009).

Por su parte, los exosomas también estan siendo usados como vehiculos
presentadores de alo-antigenos, dado que poseen moléculas MHC en su superficie, asi
como moléculas co-estimuladoras y de adhesion. Péche y col. (Péche y col., 2006)
demostraron que los exosomas alogénicos pueden regular la respuesta inmune
aumentando la sobrevida de trasplantes de corazdn heterotdpicos en ratas. Sin embargo,
para ello utilizaron un agente bloqueador de la maduracién de las células dendriticas del
receptor y ademds, observaron que un exceso de exosomas alogénicos puede conducir a
inmunidad, provocando el rechazo del injerto. Ademds, existen trabajos que muestran el
efecto inmune inductor de exosomas, por lo que faltan estudios que estandaricen la dosis
y la fuente de estas particulas (Théry y col., 2002; De La Pefia y col., 2009). Estas
observaciones, sumado al hecho de que su purificacién es bastante dificil debido a su
tamafio inferior a 100 nm, representan un obstdculo para su traslado al uso clinico.

Por otro lado, el trasplante de médula 6sea de donante previo a un trasplante de
Organo estd tomando bastante relevancia hoy en dia. El propésito de esta estrategia cs

lograr un estado de quimerismo mixto, en donde co-existan células hematopoyéticas del
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donante y del receptor. Estos estudios estdn bastante avanzados, sobretodo en modelo
murino, pero atn implican metodologias que no son sustentables para el uso humano,
pues para que se establezca la anidacién de la nueva médula es necesario someter a los
receptores a terapias en que se eliminen las células hematopoyéticas de la médula 6sea, a
través de radiacion (condiciones mieloablativas) o bloqueando las vias de co-
estimulacién mediadas por CD40 ¢ CD80/86, o activando vias tolerogénicas como
CTLA-4 (condiciones no mieloablativas) en combinacion con drogas inmunosupresoras
(Kurtz y col., 2004; Gibbons y Sykes, 2008). En este contexto, en nuestro laboratorio se
esta ensayando si los fagosomas PLGA podrian ayudar a lograr la anidacién de médula
osea del donante utilizando bajas dosis de radiacion en modelo murino, asi,
interviniendo mecanismos de tolerancia central se podrian inducir mecanismos de
tolerancia periférica que lleven a Ia aceptacion de trasplantes de 6rganos sin la ayuda de
inmunosupresores.

Por lo tanto, a la luz de los resultados presentados en este trabajo, los fagosomas
PLGA se perfilan como un prometedor mecanismo para la inducciéon de tolerancia,
actuando como un vehiculo de administracién de antigenos de manera no inmunogénica.
El hecho de que el PLGA sea un material biodegradable in vivo, hace mas facil su

traspaso al uso clinico en humanos.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente Seminario de Titulo indican que:

Células dendriticas generadas a partir de precursores de médula 6sea en presencia
del sobrenadante de la linea J558L fagocitan eficientemente microesferas de

PLGA.

Los fagosomas obtenidos luego de la fagocitosis de microesferas de PLGA por
células dendriticas derivadas de médula é6sea son portadores de moléculas

MHC-II.

La inyeccion via intravenosa de fagosomas PLGA alogénicos produce la

fagocitosis por células de bazo CD11c” de ratones receptores.

La incorporacién in vivo de fagosomas PLGA alogénicos no induce la activacién

de las células CD11c*.

Los fagosomas PL.GA alogénicos disminuyen la respuesta inmune humoral y

celular in vivo.
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