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Resumen:

El sistema inmunolégico (SI) es un conjunto de células y moléculas encargadas de
los mecanismos de proteccién principalmente contra microorganismos patégenos,
no obstante, la respuesta inmunitaria debe ser regulada para evitar un dafio por
los propios componentes del SI, dentro de los mecanismos de regulacién, se

encuentran las células T reguladoras.

Diversos factores influyen sobre la respuesta inmunoldgica, dentro de estos se
encuentra las vitaminas. La vitamina D (vitD) es importante para la formacion y
mantenimiento del esqueleto 6seo, debido a que interviene en la homeostasis del
calcio y fosforo. Existe evidencia de que la vitD activa factores de transcripcion
por medio de la unidn con un receptor nuclear, este receptor se encuentra en
células de diversos tejidos, incluyendo células del SI como linfocitos T, células
dendriticas y macréfagos. Adicionalmente, la vitD se ha sugerido que podria
coadyuvar al tratamiento de algunas enfermedades autoinmunes vy

autoinflamatorias.

Se ha demostrado en trabajos experimentales con ratones transgénicos,
incapaces de producir vitD (por ausencia de la la-hidroxilasa) una disminucion
significativa de linfocitos CD4" y CD8" en sangre periférica. Ademas, la ingesta de
la vitD puede atenuar las manifestaciones de lupus eritematoso sistémico (LES),
la encefalomielitis autoinmune, la enfermedad inflamatoria del intestino, la tiroiditis

autoinmune y la artritis en un modelo inducida por colageno.

Por lo anterior, el presente trabajo realiz6 un estudio bioinformatico con datos
transcriptomicos de acceso libre disponibles en ArrayExpress. Se descargaron
datos referentes a resultados de microarreglos de expresién en mononucleares de
sangre periférica de voluntarios sanos sometidos a un consumo de vitamina D, y
mediante el algoritmo de deconvolucion de Cibersort se aproximo la frecuencia de
diferentes poblaciones inmunolégicas. Nuestro trabajo encontré un aumento de la

frecuencia de células T reguladoras después de un consumo de vitD.



1. Introduccion.
Las vitaminas son compuestos organicos que se requieren en pequefas
cantidades en el cuerpo humano como nutrientes [1]. Como nuestro cuerpo no
puede sintetizar vitaminas en cantidades suficientes, las vitaminas en gran parte

son obtenidas por medio de la dieta o suplementos alimenticios.

En estos ultimos afios las vitaminas han generado gran interés en el area clinica,
ya que promueven actividades fundamentales del sistema inmunoldgico; como la
activacion de linfocitos y la diferenciacion de las células T. Ademas, existe una
relacibon en como las vitaminas presentan un efecto benéfico en trastornos
inflamatorios incluyendo las alergias y enfermedades autoinmunes [2, 3]. Existen
multiples estudios donde reportan que la vitamina D (vitD) modula el sistema

inmunoldgico, tanto el sistema innato y adaptativo [4, 5].

1.1 Vitamina D (vitD).

La vitD se caracteriza por ser una vitamina liposoluble [6], es una molécula similar
a los esteroides que actia uniéndose al receptor de vitD (VDR) para desempeiiar
un papel principal en la homeostasis y el metabolismo del calcio. Ademas, la vitD
regula la funcion de las células inmunitarias y la diferenciacion y proliferacion de

las células hematopoyéticas [7].

La VitD actia sinérgicamente con la hormona paratiroidea (PTH) para ayudar al
organismo a retener la concentracion de calcio de los alimentos, para el

fortalecimiento y manutencion del sistema 6seo; de lo contrario podria ocasionar



raquitismo en nifios (enfermedad infantil caracterizada por una atrofia del
crecimiento y por huesos deformes a causa de una insuficiente mineralizacion de
los mismos) y osteomalacia en adultos (condicion caracterizada por huesos

debilitados y desmineralizados) [8].

La vitD se encuentra en la naturaleza en dos formas: vitamina D2 o ergocalciferol
(vitD2) y vitamina D3 o colecalciferol (vitD3) [9]. La vitD2 difiere de la vitD3
Unicamente en un doble enlace de una cadena lateral y en un grupo metilo (Figura
1), la vitD2 se forma por la radiacion ultravioleta (UV) sobre el esterol vegetal
llamado ergosterol. La vitD2 se usa en general como suplemento vitaminico, dado

que la vitD2 y vitD3 tienen esencialmente actividades biologicas idénticas [4, 10].
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Vitamina D3 (colecalciferol) Vitamina D2 (ergocalciferol)

Figura 1. Estructura de la vitD. La estructura quimica de la vitD3 (A) y la vitD2
(B) se indican mediante diagramas lineales. Tomada y modificada de Ritobrata
Goswami. Et al. (2016) [1].
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1.2 Fuentes de vitD.

La vitD puede provenir de tres fuentes potenciales: sintesis cutdnea, alimentos
naturales y suplementos alimenticios. En los humanos, la vitD se sintetiza
principalmente en la piel después de la exposicion a la luz solar, es decir a los
rayos UV, mientras que solo una pequefia parte se deriva de la ingesta de

alimentos [9].

Muy pocos productos naturales, como el pescado (salmén, caballa, sardinas,
aceite de higado de bacalao) o algunos tipos de hongos (seta china)
especialmente si estos estan secos, contienen cantidades relevantes de vitD2 y
vitD3 [10-12]. Algunos paises como Estados Unidos y Canada enriquecen los
productos basicos como los productos lacteos con vitD2. Por lo tanto, la ingesta
dietética individual de vitD depende en gran medida de los habitos nutricionales y
de la estrategia de fortificacion del pais. Sin embargo, una revisibn con una
perspectiva global encontré que del 6 al 47% de la ingesta de vitD puede provenir

de suplementos dietéticos [13, 14].

Sin la utilizacién de suplementos alimenticios, la fuente de vitD depende en gran
medida de la produccion enddgena, que también esta influenciada por los
determinantes genéticos, la latitud, la estacion, la pigmentacion de la piel y el estilo

de vida, como el uso de protector solar y ropa [10, 15].

En los Ultimos afios, la vitD ha recibido una mayor atencién debido al
resurgimiento de la deficiencia de vitamina D y el raquitismo como un problema de

salud global, junto con evidencia que indica que la vitD, genera una serie de
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respuestas biolégicas extraesqueléticas que incluyen la participaciéon en la
inhibicion de la progresion de las células tumorales en cancer de mama, colon y
préstata; ademas efectos sobre el sistema cardiovascular; y proteccion contra una

serie de enfermedades autoinmunes y autoinflamatorias [10].

1.3 La sintesis de vitD.

En la piel humana, la vitD3 se sintetiza a partir del 7-dihidrocolesterol cuando se
expone a los rayos UV. La vitD3 es biol6gicamente inactivo e inmediatamente se
une a las proteinas de union a la vitD. Luego ingresa a la circulacién y se hidroxila
en el higado, catalizada por las enzimas citocromo P450 2R1 (CYP2R1) y
citocromo P450 27A1 (CYP27A1l), lo que da como resultado la produccién de la
forma inactiva 25-hidroxivitamina D (25-OH vitD), que representa el principal
metabolito circulante de la vitD y es el parametro mas confiable para definir los

niveles de vitD [16].

En el rifién, 25-OH vitD se convierte en el compuesto circulante biolégicamente
activo calcitriol (1,25 (OH); vitD) por la enzima 1-a-hidroxilasa (CYP27B1) que esta
bajo estricto control de la PTH y el factor de crecimiento de fibroblastos de la

hormona fosfaturica 23 (FGF-23) [5].

Los niveles de calcitriol estan estrechamente regulados en un circuito de
retroalimentacion negativa renal, incluida la inhibicion de CYP27B1 por niveles

altos de calcitriol y el FGF-23. Ademas, la estimulacién de la enzima del citocromo
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P450 familia 24 (CYP24A1) metaboliza el calcitriol en la forma inactiva, soluble en

agua (acido calcitroico), que luego se excreta en la bilis [17].

Los niveles circulantes de calcitriol estan determinados principalmente por la
actividad renal de CYP27B1. Sin embargo, otros tipos de células, incluidas las
células inmunoldgicas, también expresan CYP27B1 y pueden convertir la forma
circulante inactiva (25-OH vitD) en la forma activa de manera autocrina o paracrina

[7], como los macrofagos y las células dendriticas (Figura 2) [18].

’ . .

7-dehidrocolesterol

v

! " uv-B

Vitamina D3 (colecalciferol) "éf—;\_ '
it - - -~ 2 'f:

Vitamina D3, -25-hidroxilasa

25-hidroxi-vitamina D

v

!

25(0OH) D3-1- a-hidroxilasa

~.

1,25-dihidroxi-vitamina D

Figura 2: Representacién de la sintesis de vitD. La vitD ésta inactiva por lo cual
se hidroxila dos veces, una en el higado y otra en el rifién, para obtener la forma
activa 1,25 (OH), vitD. Tomada y modificada de Mayte Medrano, et al. (2018) [7].
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1.4 El receptor de vitD (VDR).

La vitD funciona mediante el receptor nuclear de vitD (VDR). El complejo vitD-VDR
heterodimeriza con el receptor retinoide X (RXR) dentro del nucleo celular donde
se une a los elementos sensibles a la vitD (VDRE) para que sirvan como factor de
transcripcion para numerosos genes [6]. Los complejos VDR/RXR pueden atraer
coactivadores o correpresores para inducir o reprimir la transcripcion génica,

dependiendo del gen objetivo.

El coactivador del receptor de esteroides (SRC) y el complejo de proteina de
interaccion con el receptor de vitD (DRIP) se ha identificado como coactivadores
[19]. Los coactivadores SRC reclutan histona acetil transferasas (HAT) que
promueven la transcripcion. Ademés de la acetilacion, también se produce
metilacion de histonas. Estudios recientes han demostrado que las
metiltransferasas también pueden desempefiar un papel en la transcripciéon

mediada por VDR [20].

Los correpresores de la funcion VDR actian en ausencia de ligando o en
presencia de antagonistas. Los corepresores mas estudiados para VDR son el
corepresor del receptor nuclear (NCoR) y el mediador silenciador para los

receptores de retinoides o de hormonas tiroideas (SMRT) [21, 22].

La 1, 25 (OH); vitD también puede inhibir la transcripcién génica a través de VDR
o inhibir directamente otros factores de transcripcién [23]. El VDR tiene un dominio
N-terminal muy corto en comparacion con otros receptores nucleares. El dominio

de unién al DNA esta compuesto por dos dedos de zinc. El dedo de zinc proximal
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(N-terminal) es un sitio especifico para unirse a los VDRE, mientras que el
segundo dedo de zinc sirve para la heterodimerizacion del receptor retinoide X
(RXR). La segunda mitad de la molécula es el dominio de unién al ligando, donde
se une al 1, 25 (OH), vitD, que también contiene regiones requeridas para la

heterodimerizacién a RXR [19].

1.5LavitDy su relacién con las enfermedades autoinmunes.
Las enfermedades autoinmunes son caracterizadas por la pérdida de la tolerancia
del SI con una combinacion de predisposicidn genética [24], factores de riesgo

epidemioldgicos y contribuyentes ambientales [25].

Un factor importante puede ser la disponibilidad de niveles suficientes de vitD [26,
27], ya que varios estudios epidemiol6gicos sugieren asociaciones entre la
deficiencia de vitD y una mayor incidencia de enfermedades autoinmunes, como
diabetes tipo 1 (T1D) [28], MS [29], lupus eritematoso sistémico (LES) [30], artritis

reumatoide (AR) y Ell [31].

En modelos animales para T1D, MS, SLE; la administracion de calcitriol prevenia
0 mejoraba la autoinmunidad. Los estudios en animales con deficiencia de vitD o
gue tengan el VDR blogueado, muestran un aumento de la inflamacién y
susceptibilidad a la enfermedad de Crohn y T1D, alteracion de la localizacién de

células T y falta de proteccién del hospedero contra la invasion bacteriana [32].

En los ultimos 40 afos, varios estudios clinicos abordaron las preguntas sobre si
los niveles de vitD en humanos estan asociados con el riesgo de desarrollar

autoinmunidad, y el desarrollo y la progresién de enfermedades autoinmunes. Una
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revision sistematica reciente analiz6 los resultados de 219 estudios publicados y
concluy6 que la vitD parece desempefiar un papel beneficioso en la prevencion de
la autoinmunidad, pero que aun faltan ensayos clinicos controlados aleatorios en

esta area [33].

1.6 Sistema Inmunoldgico.

Los mecanismos de defensa del hospedero consisten en dos estrategias del
sistema inmunitario: la inmunidad innata, que media la proteccién inicial frente a
las infecciones, y la inmunidad adaptativa, que se desarrolla de forma mas lenta y

proporciona una defensa mas especializada [34].

La inmunidad innata, siempre esta presente, preparada para bloquear y eliminar la
entrada de los microorganismos principalmente. La inmunidad adaptativa, llamada
también inmunidad adquirida, debe expandir y diferenciar los linfocitos antes de
poder proporcionar una defensa eficaz, es decir, se adapta a la presencia de

invasores microbianos [35].

La primera linea de defensa en la inmunidad innata la proporcionan las barreras
fisicas (uniones estrechas entre las células epiteliales, movimiento ciliar, entre
otras), quimicas (péptidos antimicrobianos, lisozima, pH extremo, entre otras) y
microbiologicas (microbiota), las cuales tratan de bloquear la entrada de
microorganismos. Si estos llegan a entrar en los tejidos o en la circulacién, son
atacados por fagocitos y células linfoides innatas, y varias proteinas plasmaticas,
incluidas las del sistema del complemento. Todos estos mecanismos reconocen

patrones altamente conservados en familias de microorganismos y patdgenos
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(MAMPS/ PAMPS) ocasionando un respuesta inflamatoria y/o estado antiviral, que
buscara la eliminacién del agente agresor, y si esta no es posible permitira la
activacion de la inmunidad adaptativa, mediante el procesamiento y presentacion

del antigeno a los linfocitos T y acarreando el antigeno a los linfocitos B [35, 36].

El sistema inmunitario adaptativo esta integrado por los linfocitos T y B, y sus
productos, entre ellos los anticuerpos. Los linfocitos B y T son las Unicas células
gue tienen receptores clonales especificos frente a antigenos diversos (Receptor
de células B [BCR] y receptor de célula T [TCR]) y son los mediadores clave de la
inmunidad adaptativa. Aunque todos los linfocitos tienen un aspecto similar, son
heterogéneos en su linaje, funcion y fenotipo, capaces de producir respuestas y

actividades biolégicas complejas [37].

Los linfocitos B son las Unicas células capaces de producir anticuerpos, por lo
tanto, son las que median la inmunidad humoral. Los linfocitos B expresan su
BCR, que es un anticuerpo de membrana que sirven de receptor para reconocer
antigenos e iniciar el proceso de activacion. Los linfocitos B produce la secrecion

de anticuerpos con la misma especificidad antigénica que el BCR [38].

1.7 Respuesta de linfocitos T.

Los linfocitos T son los responsables de la inmunidad celular. Los receptores para
el antigeno de la mayoria de los linfocitos T, solo reconocen fragmentos peptidicos
de antigenos proteinicos que estan unidos a moléculas especializadas conocidas

como moléculas del MHC [39, 40].
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Entre los linfocitos T, los CD4" se denominan linfocitos T cooperadores (Th),
producen proteinas llamadas citocinas que ayudan a los linfocitos B a producir
anticuerpos y a los fagocitos a destruir los microbios ingeridos. Los linfocitos T
CD8" se conocen como linfocitos T citotoxicos (CTL), por que matan las células
gue albergan microbios intracelulares mediante mecanismos dependientes de
granzimas, perforinas y FAS ligando. Algunos linfocitos T CD4" pertenecen a un
subgrupo especial que impide o limita las respuestas inmunitarias; estos se llaman

linfocitos T reguladores [40].

1.8 Activacién de los linfocitos T.

La respuesta efectora de los linfocitos T se inicia por el reconocimiento de
antigenos especificos por los linfocitos y por sefiales adicionales procedentes de
las APC en los organos linfoides secundarios. Cuando entran en un individuo
antigenos proteicos, éstos son transportados a los érganos linfoides periféricos, en
particular los ganglios linfaticos. Los antigenos son procesados por las APC y son
presentados en forma de péptidos asociados a moléculas del MHC. Los linfocitos
T naive migran a los mismos 6rganos linfoides periféricos y se encuentran con los

antigenos procesados [40].

La respuesta inicial o primaria de las células T empieza por efecto del
reconocimiento de los complejos péptido-molécula del MHC presentados por las
APC, la interaccion de los coreceptores (CD4 y CD8, reconocen moléculas de
clase Il y clase | del MHC, respectivamente) y la interaccion de las moléculas

accesorias de las células T con sus ligandos en las APC (coestimulacion,
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coinhibicion, moléculas de adhesién, entre otras), todo esto tiene lugar en los

ganglios linfaticos [41].

Las principales consecuencias de la activaciéon de las células T naive son la
proliferacién de la clona especifica para el antigeno presentado, proceso que se
conoce como expansion clonal, y la diferenciacion de su progenie en células

efectoras y de memoria [41].

Las células T efectoras acceden a la circulacion, localizan al antigeno especifico
en los tejidos periféricos y se activa de nuevo por el reconocimiento del antigeno,

para realizar sus funciones efectoras [41].

Las células T de memoria y efectoras tienen un umbral de activacién reducido en
comparacioén con las células T naive y son capaces de responder a los antigenos
presentados por APC distintas de las células dendriticas maduras. Las células T
de memoria y efectoras pueden activarse en tejidos periféricos fuera de los
organos linfoides, lo que permite que las respuestas efectoras se pongan en

marcha de manera mas rapida y eficiente (Figura 3).
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Etapas de la activacion
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Figura 3. Fases de reconocimiento y activacion de células T. El
reconocimiento del antigeno por una célula T (naive) induce a la secrecioén de IL-2,
la expansion clonal es una consecuencia de la proliferacion celular autocrina
inducida por IL-2 y la diferenciacion de las células T a efectora o de memoria. En
la fase efectora de la respuesta, las células efectoras responden al antigeno
produciendo citocinas, que tiene diversas funciones, como la activaciéon de
macrofagos, los linfocitos B y las células TCD8+ y la induccion de la inflamacion.
Tomada y modificada de Abul K. Abbas. Et al. (2002) [35].

1.9 Efecto de la vitD en linfocitos Th1.

Las células Th1l se caracterizan por la produccién de interferon—y (IFN-y) después
de la diferenciacion estimulada por interleucina (IL) 12. EIl IFN-y activa y mejora la
actividad microbicida de los macrofagos, y como tal las células Thl proporcionan
inmunidad contra bacterias intracelulares, hongos y protozoos [42, 43]. El factor de

transcripcion T-bet es un regulador maestro del desarrollo de células Thl [44].
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Ademas, STAT4 y STATL, son los factores de sefializacion y transcripcion rio
abajo de IL-12 e IFN-y, respectivamente, y promueven la diferenciacion de células
Thl [45, 46]. La sefializacién de IL-12 también induce el factor de transcripcion,
llamado factor regulador de interferon 1 (IRF-1), requerido para la diferenciacion

de células Th1[47].

Varios estudios han demostrado el efecto de la vitD en las respuestas de células
Th1l periféricas [48]. La proliferacién celular se inhibe y la expresién de IL-2, se
atenta en presencia de 1, 25 (OH); vitD [49, 50]. La vitD suprime el desarrollo de

células Th1l mientras promueve la diferenciacion de células Th2 [51].

Las células T de memoria que tienen abundante expresion de VDR muestran un
profundo efecto inhibitorio con 1, 25 (OH), vitD [52]. La 1, 25 (OH);, vitD inhibe
directamente la produccion de IFN-y in vitro [53, 54]. Aunque los animales
deficientes en VDR tienen células CD4"y CD8" normales. La produccion de IFN-y
por las células T CD4+ aumenta significativamente[55]. La VitD atenua la
produccion de IL-12 e IFN-y a partir de leucocitos humanos infectados con

micobacterias [56].

En resumen, la vitD disminuye la produccion de IFN-y y la IL-12 por las células

dendriticas (DC) atenuando asi las respuestas Thl.

1.10 Efecto de lavitD en linfocitos Th2.
Las células T virgenes activadas por antigeno en presencia de IL-4 se diferencian
en células Th2 que secretan IL-4, IL-5 e IL-13. Las células Th2 proporcionan

inmunidad contra parasitos extracelulares [57]. La IL-4 actia como un circuito de
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retroalimentacion positiva para la diferenciacion de Th2, mientras que IL-5 es la
citocina de reclutamiento y desarrollo de eosindfilos [58], y la IL-13 juega un papel

clave contra las infecciones parasitarias [59].

El factor de transcripcion codificado en humanos por el gen GATA3 actia como el
regulador maestro de las células Th2, mientras que el factor activador de los
macrofagos (c-Maf) expresado en células Th2 es un potente transactivador de 1L-4
[60, 61]. La proteina transductora de sefales y activadora de la transcripcion 6
(STAT6) es también inducida por IL-4 y se requiere para el desarrollo de células

Th2 [62, 63].

La 1, 25 (OH), vitD aumenta la produccién de IL-4 [54]. Cuando se inyecta por via
subcutdnea en ratones en un modelo de asma alérgica, la vitD aumenta la
proliferacién de células T inducida por alérgenos, IL-4 e IL-13 y la produccién de
IgE [64]. Sorprendentemente, la eosinofilia de las vias aéreas se atenta después
de la administracion de vitD [64]. La 1, 25 (OH), vitD polariza las células T

humanas y las células T murinas a un fenotipo Th2 [65].

Cuando las ratas prefiadas se complementan con altas dosis de vitD, las crias
desarrollan respuestas alérgicas debido a las relaciones alteradas Th1/Th2. En
general, la vitD aumenta la diferenciacion de Th2 al aumentar la secrecion de

factores de transcripcion especificos de IL-4, IL-5, IL-10 y Th2 [66].

1.11 Efecto de lavitD en linfocitos Th17.
Las células Thl7 generalmente se consideran reguladoras positivas de las

respuestas inmunitarias porque producen citocinas proinflamatorias, incluidas IL-
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17A, IL-17F e IL-22 [67]. La produccion de citocinas no solo promueve la
acumulacién de células inmunolégicas, como macrofagos, neutréfilos y linfocitos,
en sitios inflamatorios, sino que también puede causar patologias de los tejidos.
Por el contrario, ciertas células Th1l7 también pueden regular negativamente las
respuestas inmunes mediante la secrecion de factores inmunosupresores, como la

IL-10, estas células se denominan células Th17 no patdgenas [67].

En presencia de Factor de crecimiento transformante $ (TGF-B), IL-6 e IL-21, las
células T CD4" se diferencian en células Th17 que producen IL-17, IL-21 e IL-22
[68, 69]. Las células Thl7 proporcionan inmunidad a varios patégenos
extracelulares, incluida la defensa contra las infecciones por Candida, Citrobacter
y Klebsiella [70, 71]. El factor de transcripcibn gamma relacionado con RAR
(RORVyt) se requiere para la diferenciacion Th17 [72]. El factor IRF4, un inductor de
GATAS en células Th2 también se requiere para el desarrollo de las células Thl7

[73].

In vitro la 1, 25 (OH), vitD inhibe la produccion de citocinas Th17 a través de VDR
pero no suprime la transcripcion del gen Thl [74]. La 1, 25 (OH), vitD también
inhibe la diferenciacion de Th17 tanto en pacientes asmaticos jovenes como en
controles sanos a través de un mecanismo dependiente de células dendriticas,
inhibiendo la expresién de IL-17, receptor de IL-23 (IL-23R), receptor nuclear
RORC y receptor de quimiocina CCR6 [75]. En general, los estudios sugieren que

la polarizacién de las células Th17 es atenuada por la vitD.
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1.12 T reguladora.

Las células T reguladoras (Tregs) controlan las respuestas proinflamatorias de las
células Th efectoras y promueven la autotolerancia [76]. Las células T CD4" naive
expuestas a TGF-B se convierten en Tregs inducibles en la periferia, y estas
células tienen propiedades similares a las Tregs naturales, derivadas del timo, que
incluyen funciones supresoras [77, 78]. El factor de transcripcion Foxp3 ha sido
identificado como un marcador confiable para las células Treg tanto en humanos
como en ratones [79, 80]. La sefializacion de IL-10 en Tregs mantiene la expresion

de Foxp3 para la regulacién inmunitaria [81].

La 1, 25 (OH), vitD induce la diferenciacion y expansion de las células Foxp3+
Treg a través de varios mecanismos [82, 83]. Cuando se aplica topicamente en
ratones, la vitD aumenta la capacidad supresora de las células CD4*, CD25" y las
células T CD4" de los ganglios linfaticos que drenan y la piel tienen una capacidad

reducida para proliferar in vitro [83].

Con la ayuda de IL-2 y vitD se aumenta la frecuencia de las células T Foxp3*
humanas [84]. Hay un mayor nimero de células Treg CD4*, CD25", Foxp3’,
cuando las células T CD4" y CD25" se cultivan en presencia de vitD in vitro [84,

85].

La suplementacion con vitD se asocia con un mayor porcentaje de células Treg
CD4" circulantes en individuos sanos [86]. Cuando se administra por via oral, el
calcitriol induce Tregs y DC inmaduras a través de exposicion intestinal al tiempo

que disminuye la aterosclerosis en ratones [87]. Existe una correlacion in vivo
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entre el estado de la vitD y la funcién supresora de Treg en pacientes con

esclerosis multiple recurrente [88].

La vitD también induce el desarrollo de células Treg productoras de IL-10; aunque,
la vitD no afecta la expresion de IL-10R [89-91]. Las DC derivadas de monocitos
pretratadas con 1, 25 (OH), vitD regulan la expresion de PD-L1 y cuando se
cultivan conjuntamente estas DC convierten las células T CD4+ en células Treg
secretoras de IL-10 [92]. La 1, 25 (OH), vitD en presencia de dexametasona
induce a la poblacion de células Treg secretoras de IL-10 en células T CD4"
murinas y humanas. En general, el desarrollo de las células Treg aumenta en

presencia de vitD [93].
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2. Justificacion

Las células Treg son fundamentales en el control de la respuesta inmunitaria
participando en los procesos de activacion, proliferacion y produccion de citocinas
por parte de las células Th, CTL, linfocitos B y APC. La ausencia, bajos niveles o
funciébn defectuosa de las células Treg han sido correlacionadas con
autoinmunidad, mientras que su presencia ha sido asociada con tolerancia
autoinmune. Datos generados en modelos animales indican que la transferencia
adoptiva de células Treg pueden prevenir o eliminar enfermedades mediadas por

dichas células, incluyendo enfermedades autoinmunes.

Por otro lado, en los ultimos afios la vitD ha jugado un papel importate en el area
clinica por influir en diversas funciones en el sistema inmunologico. Estudios en
modelos de raton han visto que las células Tregs aumentan en presencia de la
vitD; sin embargo, sigue siendo una incognita que poblaciones inmunoldgicas se

alteran con la suplementacion de vitD en humanos.

3. Pregunta de Investigacion

¢,Cual es la frecuencia de las diferentes poblaciones inmunologicas en sangre

periférica antes y después de la suplementacion de vitD en individuos sanos?
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4. Objetivos

General

Evaluar la frecuencia de las poblaciones inmunoldgicas presentes en

mononucleares de sangre periférica (PBMC) de individuos sanos sometidos a la

ingesta de vitD a través de un estudio bioinformatico utilizando datos

transcriptémicos de acceso libre.

Particulares

Buscar datos de transcriptomas de PBMC de individuos sanos sometidos a

una ingesta de vitD en bases de datos de acceso libre.

Analizar la frecuencia de células inmunoldgicas mediante un método de
deconvolucion para identificar tipos celulares utilizando datos de
microarreglos de expresibn generados en estudios clinicos de

suplementacién de vitD mediante bioinformatica.
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5. Metodologia

El tratamiento de los datos y la aplicacion del método de CIBERSORT se llevé a
cabo con el software estadistico R-version 4.1.3 (https://www.r- project.org), este
programa permite la instalacion de los paquetes creados por Newman A M, et al.,
del métodos de deconvolucién CIBERSORT [94], asi como el calculo de medidas
estadisticas para evaluar su precision. Los graficos que se muestran en los

resultados se realizaron a través del software GraphPad Prisma 7.

5.1 Busqueda de microarreglos de expression en bases de datos de
acceso libre.

Se realiz6 la busqueda en la base ArrayExpress que contiene datos de gendmica
funcional, esta almacena datos de experimentos de gendmica funcional de alto
rendimiento y proporciona estos datos para su reutilizacion a la comunidad de
investigacion, cuenta con 75,393 experimentos que corresponde a 2,589,705 de
ensayos en 61.87 TB en archivos (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress). Para la
basqueda se utilizo el criterio de “vitamine D”, que arrojo 973 experimentos de los
cuales 343 correspondieron e ensayos de expresion de genes, despues de la
revison de las caracteristics de cada estudio se decidio utilizar el estudio con
namero de acceso E-MTAB-6246, titulado “Biochemical Efficacy and Safety Trial of
Vitamin D: dose-finding, placebo-controlled, randomised clinical trial assessing
effects of high dose vitamin D transcription profiling by array Homo sapiens”, que
contiene 574 datos de microarreglos de expreison de sujetos sanos que

participaron en un estudio clinico de suplementacion de dos dosis de vitamina D.
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5.1 Método de deconvolucién para identificar tipos celulares.

Se utilizé el método de CIBERSORT que es un método de deconvolucién parcial
desarrollado por Newman et al., [94] a fin de cuantificar la proporcion relativa de
cada tipo celular inmunolégico en una muestra. Este método esta disponible en
una una aplicacién web y un guion en el programa estadistico R, en los que se
pueden introducir tanto datos procedentes de microarrays como de RNA-seq.
Ademas, CIBERSORT facilita una matriz de la firma transcriptomica de diferentes
células inmunoldgicas denominada “LM22” con la que se puede realizar todo el
proceso. Esta consta de 22 tipos celulares incluidos células de origen linfoide y
mieloide. De esta forma, se obtuvo las proporciones de los tipos celulares
inmunolégicos para cada muestra, en funcién de la expresion de los genes.
Newman et al., 2015, compara este método computacional con la citometria de
flujo, y obtiene una correlacion significativa entre ambos, al inferir la proporciéon de

los tipos celulares.

La deconvolucion se define como una operacion consistente en descomponer una
mezcla de sefales (salida) en sus componentes individuales (entradas).
Habitualmente, se le denomina “el problema inverso a la convolucion”, en el que,
de manera generalizada, se sirve de la transformaciéon o combinacion de dos
funciones para dar lugar a una tercera, es decir, las entradas son conocidas y el

elemento a hallar es la salida.
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La formulacion del método de deconvolucién, se puede entender como una
ecuacion entre matrices, en lugar de funciones, ajustandose a la siguiente

notacion:

Sea T la matriz (n x m) que contiene los valores medidos de las n caracteristicas o
variables en cada una de las m muestras (en Bioinformatica es usual colocar las
variables en filas y los individuos en columnas). Esta seria la matriz de “salida” que
gueremos descomponer o deconvolucionar. Dentro de cada muestra, se
distinguen k grupos que, al estar mezclados, se encuentran representados en
proporciones diferentes en cada una de ellas. Asi, la matriz T se descompone en

el producto de otras dos de la manera siguiente:
T=CxP

La matriz C (n x k) contiene los valores que tomarian las caracteristicas o variables
en cada grupo k y la matriz P (m x k) contendria las frecuencias relativas o

proporciones de los k grupos en las m muestras.

En este estudio, la matriz T recoge la expresion de n genes en un nimero m de
muestras. El objetivo es descomponerla en el producto de dos matrices, una
matriz C llamada matriz de huellas o firmas de poblaciones inmunoldgicas
purificadas que contiene los valores de expresion de los n genes en los k tipos
celulares, otra matriz P llamada matriz de proporciones, que contenga la

abundancia (en porcentaje) de cada tipo celular k en cada muestra m.

30



El objetivo de CIBERSORT es resolver el sistema de ecuaciones lineales, para
lograrlo emplea el algoritmo de v-SVR (v-Support vector regression) perteneciente
a las técnicas de aprendizaje supervisado de las maquinas de soporte vectorial
(SVM). ElI motivo de escoger esta particularizacion de SVR se encuentra en la
necesidad de imponer un limite inferior en el nUmero v de vectores de soporte
(genes marcadores) y de uno superior para los errores de entrenamiento. Se parte
de tres valores para v (0.25, 0.5 y 0.75) y se elige aquél con el que se obtenga un
menor error al comparar el resultado observado y el predicho. Las proporciones
relativas a cada tipo celular estan representadas por los coeficientes no negativos

de la regresiéon normalizados a sumar la unidad.

La funcion empleada para llevar a cabo la deconvolucion en R es:

res -> CIBERSORT (sig_matrix, mixture_matrix, perm = 100)

Siendo sig_matrix la matriz de firmas C (LM22) y mixture_matrix, la matriz de
mezclas T con los simbolos de los genes en la primera columna y, como
cabecera, los nombres de las muestras. El Ultimo argumento corresponde al
namero de permutaciones que se desee incluir en el andlisis, en referencia al
célculo de la distribucion empirica de la correlacién de los coeficientes para
realizar el andlisis estadistico correspondiente a la obtencién del p-valor. Para este
Gltimo parametro, se utilizé un nimero mayor o igual que 100 porque la operacién
gue se lleva a cabo consiste en generar tantas muestras aleatorias de la matriz T
como permutaciones indicadas para calcular en cada una el proceso de

deconvolucion. Al final, se obtiene como resultado una matriz compuesta por:
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Las contribuciones de cada tipo celular en las muestras de las que se obtiene la P

estimada:

P_EST <- res

El p-valor correspondiente a la aplicacion del método de remuestreo de

Montecarlo en cada muestra y que supone como hipétesis nula:
HO = La matriz T no contiene ningUn tipo celular presente en C

La correlacion y la raiz del error cuadratico medio (RMSE) entre el valor observado

y el predicho por muestra.
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6. Resultados y discusion
Se realiz6 una busqueda en la plataforma Array Express para localizar estudios
donde evaluaran el efecto de la suplementacién de vitD mediante la obtencién del
transcriptoma en PBMC de sujetos sanos. Se encontro el estudio E-MTAB-6246
[95], el cual permitié el acceso a 496 microarreglos de expresion realizados con la

plataforma de Array llumina-Human HT-12-V4.0.

El estudio clinico de A.J. Berlanga-Taylor et a l. [95], tuvo el objetivo de investigar
los efectos de la suplementacién de vitD en voluntarios clinicamente sanos en
dosis bajas (2000Ul) y altas (4000Ul) diariamente y comparar con un grupo que

recibié placebo durante un periodo de 12 meses.

El estudio de A.J. Berlanga-Taylor et al. [95], analiz6 una poblacién de 248 sujetos
distribuidos de la siguiente forma: 86 voluntarios se les administrd la mayor
concentracion de vitD (4000Ul), 80 voluntarios se les administrd la dosis mas baja
(2000U1) y 82 voluntarios recibieron placebo. En el estudio se contemplé la toma
de una muestra de sangre periférica antes y después de 12 meses de la ingesta
diaria de vitD, se obtuvieron PBMC y se realizaron 496 microarreglos de expresion

gue corresponden al total de voluntarios sanos.

Los datos de los microarreglos de expresion de cada individuo fueron depurados y
normalizados, agrupados en dos columnas una con el nombre del gen y otra con
el valor de expresién de cada gen, para su analisis en el programa R con en

método de CIBERSORT.
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A continuacién se muestran las gréaficas del andlisis de deconvolucion con
Cibersort para aproximar las frecuencias relativas de diferentes poblaciones

celulares.

Células T reguladoras (Tregs)

15+ p =0.0251
i T e ® Il Inicio Tx
o - * . B 12 meses Tx
= | o®
)
= = [10 o
x o 4
S|
S i
&2 ]
3 ° | 5
() -
I ]
L ..
0
VltD 100 ug VltD 50 ug Sm VitD

Figura 4. Frecuencia relativa de células T reguladoras en voluntarios
clinicamente sanos mediante CIBERSORT. Se determind la frecuencia de
células Tregs antes y después de la administracion de vitD en PBMC de
voluntarios clinicamente sanos (nT=248) a los cuales se les administro diferentes
concentraciones, 100 ug de vitD (n=86), 50ug de vitD (n=80) y placebos (n=82);
mediante un andlisis bioinformatico utilizando los datos transcriptomicos a través
de un método de convolucion con el algoritmo CIBERSORT se determiné las
frecuencias relativas.

En relaciéon a las células T reguladoras, se observé que los tres grupos evaluados
tienen niveles de Treg semejantes al inicio del estudio, no existe diferencia
significativa (p> 0.05), sin embargo, los niveles de Treg después de 12 meses de
ingesta diaria de 100 ug de vitD mostrd diferencia significativa con respecto a la

frecuencia basal (p=0251). Por lo tanto, nuestro estudio bioinformético sugiere que
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la suplementacion de 100 um de vitD diariamente tiene la capacidad de aumentar

la cantidad de células T al paso del tiempo.

En cuanto a la administracion de 50 ug vitD no muestra una diferencia significativa
(p>0.05) después de la ingesta diaria por 12 meses. Tampoco se encontrd algun

cambio con respecto a la administracion de placebo durante el estudio.
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Figura 5. Frecuencia relativa de linfocitos T en voluntarios clinicamente
sanos antes y después de la ingesta diaria de vitD mediante CIBERSORT. Se
determind la frecuencia de células T CD8" y T CD4" antes y después de la ingesta
de vitD en PBMC de sujetos sanos (n=248). Los grupos de estudio se
conformaron con una ingesta diaria de 100 pyg (n=86) de vitD, 50ug (n=80) de vitD
y placebo (n=82); mediante un analisis bioinformatico utilizando los datos
transcriptomicos a traves de un método de convolucion con el algoritmo
CIBERSORT se determiné las frecuencias relativas.

Las células T cooperadores CD4" combaten infecciones y desempefian un papel
importante en el sistema inmunitario y las células T citotoxicos CD8" reconocen y

destruyen células infectadas por microorganismos como bacterias y virus.
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Con respecto a los linfocitos T cooperadores y citotoxicos, se observo que los tres
grupos evaluados tienen niveles de T CD4" y T CD8" semejantes al inicio del
estudio, no existe diferencia significativa (p> 0.05), y estos niveles de linfocitos T
se mantienen después de los 12 meses de suplementacion con vitD, por lo que
este resultado boinformatico sugiere que los niveles de linfocitos T CD4" y CD8"

no se ven alterados por la suplementacion.
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Figura 6. Frecuencia relativa de células NK en reposo y activadas, en
voluntarios clinicamente sanos antes y después de la ingesta diaria de vitD
mediante CIBERSORT. Se determiné la frecuencia de células NK en reposo (A) y
NK activadas (B) en PBMC de sujetos sanos (n=248) antes y después de la
ingesta de vitD. Los grupos de estudio se conformaron con una ingesta diaria de
100 pg (n=86) de vitD, 50ug (n=80) de vitD y placebo (n=82); mediante un analisis
bioinforméatico utilizando los datos transcriptomicos a través de un método de
convolucion con el algoritmo CIBERSORT se determiné las frecuencias relativas.

Las células NK destruyen las células tumorales y las células infectadas por virus,
la funcién de las células NK es reconocer y destruir por medio de inducir la

apoptosis, para lo cual la célula NK realiza un reconocimiento a través de
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receptores activadores de células NK (KAR) y receptores inhibidores de células
NK (KIR), cuando las sefales a través de receptores activadores es mayor que las
sefales recibidas por los receptores inhibidores, la célula NK activa sus funciones

efectoras de muerte celular.

En nuestro estudio bioinformatico encontramos que la frecuencia relativa de
células NK en reposo (Figura 6A) y células NK activadas (Figura 6B) en individuos
sanos, no presentan diferencia significativa entre los grupos evaluados antes y

después de la suplementacion de vitD (p>0.05).
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Figura 7. Frecuencia de células fagociticas en voluntarios clinicamente
sanos antes y después de la ingesta diaria de vitD mediante CIBERSORT.
Monocitos (A), Macrofagos MO (B), Células dendriticas activadas (C) y neutrofilos
(D), en PBMC de sujetos sanos (n=248) antes y después de la ingesta de vitD.
Los grupos de estudio se conformaron con una ingesta diaria de 100 yg (n=86) de
vitD, 50ug (n=80) de vitD y placebo (n=82); mediante un andlisis bioinformético
utilizando los datos transcriptomicos a través de un método de convolucion con el
algoritmo CIBERSORT se determiné las frecuencias relativas.

La frecuencia de monocitos no mostré ninguna diferencia significativa entre los
grupos estudiados (p<0.05), ni al inicio y termino de la ingesta de vitD durante los

12 meses de estudio (p<0.05).

Los macréfagos participan en la fagocitosis de microorganismos y algunas células,
eliminan cuerpos extrafnos, tienen actividad antitumoral, regulan la hematopoyesis,
y se involucran en la presentacion de antigenos para generar una respuesta
inmunoldgica. Los macrofagos derivan de monocitos de sangre periférica, los
cuales una vez que llegan a tejidos se diferencian en dos tipos: el grupo de
macrofagos activados por la via clasica (M1) que promueven la inflamacién y el
grupo de macrofagos activados por la via alternativa (M2), que suprimen la
inflamacion y promueven la reparacion de tejidos. Por lo tanto en PBMC no es
posible encontrar macréfagos M1 o M2; sin embargo, se pudo detectar mediante
CIBERSORT un fenotipo de macréfagos MO, que representa un estadio previo a
convertirse en macréfagos M1 o M2. Nuestro analisis no mostré ningan cambio en
la frecuencia de macréfagos MO antes y después de 12 meses en el grupo
placebo ni en el grupo que recibié la suplementacion de niveles altos de vitD
(p>0.05). No obstante, se observé un incremento en la frecuencia de macréfagos
MO en el grupo que recibié una suplementacién de 50um de vitD (p= 0.0488).
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Las células dendriticas son las principales células presentadoras de antigeno por
su capacidad de capturar, procesar y presentar antigenos de forma Optima a los
linfocitos T, juegan un papel importante en la regulacion de la respuesta
inmunoldgica. Nuestro estudio no mostré ningun cambio significativo despues de
la suplementacién diaria de vitamina D en ambas dosis probadas, pero
curiosamente se encontré que el grupo que recibié placebo se encontré una
disminucién de células dendriticas (p = 0.0128) después de 12 meses, fendmeno

gue no se observo cuando recibieron suplementacién de vitD.

La funcion primordial de los neutréfilos es la defensa del huésped, a través de la
fagocitosis, la generacion de especies reactivas del oxigeno y la generacion de
trampas extracelulares del neutréfilo. En nuestro andlisis encontramos que la
frecuencia de neutrofilos en pacientes suplementados con vitD [100 ug y 50 ug]
por un afio, se observo diferencias significativas en ambas concentraciones de
vitD (p>0.05), mostrando una disminucion de la frecuencia de neutrofilos después
de los 12 meses de ingesta diaria de vitD en ambas dosis, estos hallazgos
pudieran considerarse como una disminucién en el estrés oxidativo por la

disminucién de los neutréfilos y el aumento de las células T reguladoras.
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Figura 8. Frecuencia relativa de células B naive y B de memoria en
voluntarios clinicamente sanos antes y después de la ingesta diaria de vitD
mediante CIBERSORT. Se determind la frecuencia de células B naive (A) y
células B de memoria(B) en PBMC de sujetos sanos (n=248) antes y después de
la ingesta de vitD. Los grupos de estudio se conformaron con una ingesta diaria de
100 pg (n=86) de vitD, 50ug (n=80) de vitD y placebo (n=82); mediante un analisis
bioinforméatico utilizando los datos transcriptomicos a través de un método de
convolucién con el algoritmo CIBERSORT se determiné las frecuencias relativas.

Las células B se generan e inician su maduraciéon en la médula 6sea y terminan de
madurar en el bazo, posteriormente migrar a los érganos linfoides secundarios por
medio del torrente sanguineo, donde si encuentran a su antigeno especifico estas
se activan y se diferencian a células productoras de anticuerpos o células
plasmaticas. Algunos linfocitos B se convierten en una célula B de memoria. Las
células plasméticas no duran mucho en la circulacién sanguinea a comparacion de
las células de memoria que si duran mucho tiempo. Las células B de memoria no

secretan anticuerpos hasta que son activadas por un antigeno especifico.
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Nuestro estudio bioinformatico no mostrd ningun cambio significativo después de
la suplementacién diaria de vitamina D en ambas dosis probadas, pero
interesantemente se encontré que el grupo que recibié placebo se encontr6 una
disminucién de células B naive (p = 0.0128) y un aumento de linfocitos B activados
(p = 0.0549) después de 12 meses, fendmeno que no se observdé cuando

recibieron suplementacion de vitD.

7. Conclusion.
Este trabajo bioinformatico mostré que la ingesta diaria de vitD en una dosis de
100ug durante 12 meses aumenta la produccion de células Treg, por lo que podria
representar una respuesta inmunitaria contra patdégenos mas eficiente y prevenir el
desarrollo de enfermedades autoinmunes al mantener un estado de

autotolerancia.

8. Perspectivas.
Los hallazgos encontrados utilizando los datos de acceso libre referentes a los
microarreglos de expresiéon del estudio clinico de A.J. Berlanga-Taylor et a l. [95]
deberian ser validados de manera experimental, midiendo los niveles de vitD en
suero y la frecuencia de células T reguladoras en sangre periférica en una cohorte

de voluntarios clinicamente sanos.
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