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El entrenamiento inmune innato es un mecanismo recientemente descrito en macréfagos,
monocitos y células NK. Se caracteriza por cambios a nivel funcional como el incremento
cuantitativo en la expresion de citocinas pro-inflamatorias después de una segunda
estimulacion con un estimulo inflamatorio igual o distinto al primero.

Sin embargo, los estudios sobre entrenamiento inmune innato han dejado de lado a una de
las células presentadoras de antigeno profesionales (APCs) mas importantes de la
inmunidad innata, las Células Dendriticas (DCs), las cuales fungen como puente de unién
entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. Dicha union se utiliza en
las estrategias de inmunizacion para generar una inmunidad protectora de larga vida y
ademas se ve potenciada con el uso de adyuvantes.

En este sentido el entrenamiento inmune innato se ha estudiado con componentes
microbianos poco escalables en la inmunologia clinica como el LPS y el [I-glucano,
perdiendo la oportunidad de comparar la efectividad de adyuvantes de nueva generacion
para establecer asi mejores estrategias de inmunizacion.

Tal es el caso de la subunidad beta de la toxina del colera (CTB), la cual en trabajos previos
de nuestra unidad de investigacion ha demostrado que su uso como adyuvante induce la
activacion tardia y sostenida de DCs de la piel en modelos de raton. Asi mismo, esta
activacion induce un incremento significativo tanto en la expresion de TNF[1 como en la
cantidad de DCs TNF(I+ cuando estas células son re-estimuladas in vitro con LPS,
sugiriendo la induccién de caracteristicas de entrenamiento inmune innato. Sin embargo, es
importante determinar si la CTB es capaz de inducir estas caracteristicas de entrenamiento
inmune innato in vivo.

En este trabajo se utilizaron Ratones C57BL6, los cuales fueron inoculados una o dos veces
con CTB y se obtuvieron células de piel o ganglio drenante (dLN). Se evalué la presencia de
subpoblaciones de DCs, la presencia de progenitores y la funcion de las DCs por citometria
de flujo o inmunofluorescencia. Los resultados muestran que una sola administracion de
CTB incrementa los numeros de DCs y la expresiéon de TNF[I[IDCs de la piel. La doble
estimulacion con CTB favorece el reclutamiento de precursores de DCs a la piel, incrementa
el numero en las DCs que migran al dLN, asi como la expresién de TNF[I[1[J[IFinalmente
la CTB es capaz de inducir la expresion de LDH asi como mantener la activacion en las DCs

por tiempos prolongados.



MARCO TEORICO

EL SISTEMA INMUNE

|GENERALIDADES DE LA INMUNIDAD.

El sistema inmunolégico es una red altamente compleja que comprende efectores
moleculares y celulares que en conjunto con érganos vy tejidos brindan proteccion en contra
de estimulos que alteran el estado homeostatico del organismo.

La respuesta inmunitaria ha sido clasificada tradicionalmente en dos extremos debido a las
diferencias que existen entre ambas respuestas. En primer lugar se encuentra la inmunidad
innata y en segundo la inmunidad adaptativa’. Sin embargo, poco a poco se han ido
describiendo mecanismos intermedios entre ambas respuestas que no podrian considerarse
exclusivos de la respuesta innata o de la adaptativa. Tal es el caso de la proteccion ante una
infeccion crénica en donde ambas respuestas juegan un papel importante en la resolucion
de la infeccion?3.

La inmunidad innata esta compuesta principalmente por células de accion rapida como
neutrofilos, mastocitos, células dendriticas, macréfagos, células NK, ILCs y monocitos. Estas
células son de vida corta y tienen poca o nula expansion. La mayoria reconocen sefales
asociadas a dafo o a organismos patdégenos mediante receptores codificados en linea
germinal (PRRS) como TLRs, receptores tipo lectinas, receptores “scavenger” o receptores
tipo NOD, los cuales poseen diversidad limitada a los alelos del heterocigoto. Estos
receptores reconocen principalmente patrones moleculares asociados a microorganismos
(MAMPS) como componentes de la pared de bacterias Gram positivas 0 componentes de la
membrana externa de bacterias Gram negativas, asi como los diferentes patrones de
glicosilacion de las proteinas de la pared célular de hongos y levaduras o bien ARN y ADN
viral*®. De igual manera mediante estos receptores pueden reconocerse sefiales endégenas
asociadas a dafio (DAMPS) como material nucleico, células apoptoticas, necroticas y otros
mediadores moleculares asociados a estrés como el ATP.

Por otro lado, la inmunidad adaptativa esta compuesta por células linfoides muy particulares
como los linfocitos T y los linfocitos B. ambos tienen la capacidad de recombinar la
informacion genética que codifica para sus receptores, TCR y BCR respectivamente,

permitiendo el reconocimiento de una amplia variedad de determinantes antigénicos, en su
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mayoria proteicos. Estas células se expanden clonalmente cuando sufren una estimulacion
antigénica mediante su receptor lo que permite la generacion de diversos fenotipos efectores
y de memoria.®” Esta memoria celular es un componente caracteristico de la respuesta
adaptativa, en el cual, las clonas de memoria permanecen en estado quiescente pero ante

un segundo reto antigénico responden de manera mas rapida y eficiente.

Sin embargo, la activacion y expansion efectiva de las células de la respuesta adaptativa
particularmente de los linfocitos T no ocurre sin la participacion de las células presentadoras
de antigeno profesionales (APC). Estas células innatas se encargan de procesar y presentar
antigenos peptidicos en moléculas del MHC-I o MHC-II a linfocitos T 89, Asi mismo la
expresion de moléculas de co-estimulacion en la superficie de las APCs permite que los
linfocitos T “Naive” se activen y diferencien de manera correcta. Entre las diferentes APC,

las células dendriticas son las mas importantes en el inicio de una respuesta adaptativa.

EL PAPEL DE LAS CELULAS DENDRITICAS DENTRO DE LA INMUNIDAD.

Caracterizadas por Ralph Steinman y Zanvil Cohn en 1973'°, |as células dendriticas (DCs)
se encuentran dentro de el componente celular de la inmunidad innata. Son células
hematopoyéticas totalmente diferenciadas capaces de unir la respuesta inmune innata con
la respuesta inmune adaptativa’'-"3.

Las DCs han demostrado ser las mejores en activar a linfocitos T “Naive”; con los cuales
establecen una red compleja de sefales que influye en la diferenciacion y funcion de los
linfocitos T. Esta interaccién entre DCs y linfocitos T esta determinada por el estado de
maduracion de las DCs, la localizacion tisular y el microambiente de citocinas presente’#-'8.
La capacidad en la induccién de distintos tipos de respuestas inmunes por parte de las DCs
se atribuye principalmente a la existencia de diversos subtipos especializados de estas
células. Estos pueden ser clasificados en funcidn del precursor, su perfil transcripcional, su
localizacion anatémica y su funcionalidad, lo cual en conjunto muestra la complejidad de las
DCs en la inmunidad 31920,

Lo anterior posiciona a las DCs como una de las células centrales en la regulacion e

induccion de las diversas respuestas inmunologicas.



LAS CELULAS DENDRITICAS

DESARROLLO DE LAS CELULAS DENDRITICAS.
Progenitores de DCs en ratén.

Las DCs son células hematopoyéticas que provienen de progenitores en medula 6sea,
siendo el primero de ellos el progenitor comun de macréfagos y células dendriticas (MDP)
caracterizado por la expresion de FLT3, CD115, c-kit y CX3CR1. Esta célula puede dar lugar
al precursor comun de monocitos (CMoP) o al precursor comun de Células dendriticas
(CDP)'1.121921 " Este ultimo precursor esta comprometido a la generacion de células
dendriticas y el cual se caracteriza por la expresion de FLT3, y la nula expresion de Ly6C.
El CDP puede dar lugar a una pequefia proporcion de células dendriticas plasmacitoides
(pDCs) las cuales completan su maduracion a través de un precursor transitorio pre-pDCs
caracterizado por la expresion de FLT3, perdida de la expresiéon de CD115 y la nula
presencia de CD11c y SIRPa'®.

Por otro lado, el CDP puede diferenciarse a un pre-DC (caracterizado por la expresion de
FLT3 , CD11c y SIRPa) Que migra de medula 6sea a tejidos periféricos en donde da lugar

a los distintos fenotipos de células dendriticas clasicas (cDCs) 2223,

Citocinas para el desarrollo de las DCs.

FLT3/Csf-1

Para que un linaje se desarrolle y se diferencie adecuadamente a partir de progenitores, es
necesaria la presencia de toda una gama de citocinas que ayudan a definir el compromiso
hacia los fenotipos diferenciados. En el caso de las células dendriticas se han descrito un
par de citocinas que generan la correcta diferenciacion de los precursores en medula 6sea
asi como el mantenimiento homeostatico de las DCs en la periferia®.

Principalmente se ha descrito que el ligando de FLT3 (FLT3-L) funciona como un factor clave
en el desarrollo de las células dendriticas en medula 6sea. Su expresion es constitutiva en
células estromales, células endoteliales y en linfocitos T activados, mientras que su receptor
asociado (FLT3 o CD135) es expresado en progenitores linfoides (CLP) y mieloides (MLP).
Esta expresidn es mantenida en precursores tardios y tempranos asociados a células

dendriticas, se sabe que la ausencia tanto del receptor como del ligando, impacta de manera
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negativa en la frecuencia de MDPs, CDPs y preDCs asi como en las cDCs?425, De tal forma
que la via FLT3/FLT3L es determinante en el desarrollo y diferenciacion de las cDCs

SUBTIPOS DE DCS

Considerando el desarrollo de las DCs a partir de precursores, se han descrito 2 subtipos de
células dendriticas que son las células dendriticas clasicas (cDCs) y las células dendriticas
plasmacitoides (pDCs) %6-2°. Sin embargo, se ha propuesto tanto en ratén como en humano
la existencia de DCs originadas a partir de monocitos, estas células son conocidas como
Células Dendriticas Inflamatorias (InfDCs) 213031,

Células dendriticas clasicas (cDCs)

Las cDCs se encuentran tanto en tejidos linfoides y no linfoides en donde se localizan de
manera estratégica para cumplir con su funcidn clasica de centinelas encargadas de detectar
sefales asociadas a patdogenos o senales de dafio. En estado homeostatico las cDCs se
caracterizan por la alta expresién de la integrina CD11c y moderada expresion de moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) en la superficie, asi como
la expresion de diversos PRRs. Cuando estas cDCs se activan por distintos estimulos
inflamatorios, incrementan la expresion de MHC-II en la superficie, moléculas de co-
estimulacion como CD80/CD86 y se caracterizan por migrar a ganglio linfatico en donde se
encargan de presentar antigeno a los linfocitos T “Naive”. Se ha descrito que a su vez las
cDCs pueden subdividirse en 2 tipos funcionalmente distintos , las cDC1 y las cDC22326:29.32,
El desarrollo de cada subtipo de cDC es dependiente de la expresion de factores de
transcripcion muy particulares. En el caso de las cDC1 se sabe que su desarrollo esta
determinado por los factores de transcripcion IRF8, ID2 y Baft333-3% mientras que el
desarrollo de las cDC2 esta asociado a IRF4 en un mecanismo hasta el momento poco
descrito®®%. Sin embargo, se sabe que los patrones de expresién de moléculas de
membrana es distinto entre los tejidos linfoides y no linfoides lo que sugiere que la
diferenciacion de las cDCs concluye una vez que se encuentran en el tejido?'2838,
Sumado a lo anterior, se sabe que cada subtipo de cDCs tiene una funcion distinta en el
montaje de la respuesta inmune, esto debido a la expresion de distintos PRRs con los cuales
cada subtipo de cDC puede reconocer a diversos patdgenos contra los cuales se expresan
citocinas de manera diferencial con el fin de montar una respuesta de T adecuada a el tipo
5



de patogeno (IL-23, IL-15, IL-12). Se ha descrito que el papel de las cDC1 es la induccion
de la respuesta inmune en contra de patdgenos intracelulares y virus, asi como contra
tumores. Por otro lado, las cDC2 se ha descrito que participan en la respuesta inmune en
contra de patégenos extracelulares®. Se sabe que la ausencia de las cDC2 impacta en la
proteccion en contra de patogenos fungicos como C.albicans®®?.

Células dendriticas inflamatorias (InfDCs)

Las células dendriticas derivadas de monocitos (moDCs) o células dendriticas inflamatorias
(infDCs) han sido identificadas como DCs CD11c+, MHC-II+, CD11b+, F4/80+, Ly6C+
diferenciadas a partir de monocitos. Las cuales estan presentes exclusivamente en tejidos
linfoides y periféricos bajo condiciones inflamatorias muy particulares como la infeccion
cutanea asociada a L.major y la infeccion sistémica asociada a L.monocytogenes “°.Sin
embargo, reportes recientes han identificado la presencia de InfDCs en otras condiciones
inflamatorias como infecciones por herpes virus, bacterias Gram positivas, entero bacterias
y mycobacterias asi como en procesos inflamatorios como artritis reumatoide y
encefalomielitis autoinmune experimental®'.

El desarrollo de las InfDCs es poco claro. Estudios sefialan que los monocitos con alta
expresion de Ly6C son los que pueden diferenciarse hacia infDCs en presencia de GM-CSF.
Aunado a esto se observo que los ratones deficientes de FLT-3 presencia de InfDCs no se
ve afectada, sefialando una diferencia ontogénica con las cDCs*'.

Se sabe que el reclutamiento de las infDCs a los tejidos inflamados , es dependiente de
CCR2 mientras que la migracién de las InfDCs hacia ganglio linfatico es dependiente de
CCR74%43, Se ha descrito que estas infDCs, al igual que las cDCs, poseen la capacidad de
activar a los linfocitos T “Naive” tanto CD4 como CD8 y que el fenotipo de Linfocito T
cooperador (Th) diferenciado es dependiente del microambiente inflamatorio del cual
provenga la InfDC. Sin embargo, existen pocos estudios donde comparen la eficiencia de
migracién y activacién entre las cDCs y las InfDCs*?44,

FENOTIPO DE DCS Y LOCALIZACION ANATOMICA




Dado que la clasificacion de las DCs basada en su desarrollo a partir de precursores no
refleja la diversidad de estas células, la descripcion desde una perspectiva fenotipica y
anatdmica es util para comprender la complejidad de las DCs y su funcién en la inmunidad.
Las células dendriticas pueden residir en tejidos linfoides como los ganglios linfaticos, en
donde se encargan de censar antigenos propios o derivados de microorganismos,
procesarlos y presentarlos a los linfocitos T “Naive” para inducir tolerancia o respuesta
inmune?’. Asi también las DCs pueden encontrarse en tejidos no linfoides en los cuales
cumplen con la misma funcion censar antigenos, sin embargo estas células requieren migrar

a ganglio linfatico (LN) para cumplir con su funcion de APC3238,

DCS EN TEJIDOS NO LINFOIDES

En los tejidos periféricos (Tejidos no linfoides) las DCs cumplen con su funcion de centinelas
de la inmunidad ya que aqui entran en contacto con diversos estimulos que comprometen
la homeostasis de los tejidos?’. En caso de existir una disrupcion del tejido, las DCs censan
las sefales asociadas a dafio o a patdgenos y migran al ganglio linfatico para poder activar

y diferenciar a linfocitos T'6.

Entre los tejidos no linfoides destaca la piel la cual es uno de los 6rganos mas grandes del
cuerpo. Esta compuesta por una red celular compleja que involucra funciones tan
importantes como la proteccion en contra de agentes patdégenos en la cual participan
principalmente células del sistema inmunoldgico®. La piel sobresale como un tejido modelo
en el estudio de las DCs ya que contiene una gran proporcion de estas células tanto en el
compartimento dermal como en el epidermal. En este sitio anatomico pueden encontrarse al
menos 3 tipos de células dendriticas clasicas distribuidas de manera especifica en los

diversos estratos de la piel*.

DCs en la epidermis.



En la placa epidermal se encuentran las células de Langerhans (LCs) las cuales son las
Unicas células presentadoras de antigeno profesionales (APC) presentes*. Siendo la
primera linea de defensa en contra de microrganismos y alérgenos ambientales. Ademas de
su papel en la induccion de la respuesta inmune adaptativa en contra de patégenos , las
LCs son importantes en la induccién de tolerancia periférica debido a su estrecho contacto
con antigenos de la microbiota comensal asi como con auto-antigenos de la epidermis, en
donde el TGFp secretado por queratinocitos regula la migracion de las LCs a LN y por lo
tanto la activacion de Linfocitos T'".

Las LCs se caracterizan por la expresion ubicua de CD207 (Langerina) ademas de la
expresion de CD11b y F4/80 asi como de marcadores clasicos de DCs como CD11cy MHC-
Il. Se ha caracterizado que su desarrollo es independiente de FLT3L y por lo tanto no
comparten origen ontogénico con las cDCs. Estas células pueden diferenciarse a partir de
monocitos y progenitores mieloides embrionarios a través de citocinas como M-CSF ademas
de IL-34 secretada por queratinocitos*'4.

En cuanto a la capacidad de estas células de activar a linfocitos T de manera diferencial, se
sabe que las LCs tienen un papel importante junto con las cDC2 en la induccién de linfocitos
Th17 asi como Th2 y T foliculares®¢4’. Se ha descrito que la ausencia de estas LCs impacta
de manera negativa en los niveles plasmaticos de IgE. Aunado a esto se sabe que las LCs
pueden activar a linfocitos T CD8+ mediante la presentacién cruzada de antigeno, aunque
en menor grado que las cDC148,

DC en la Dermis.

Entre las diversas células del Sl presentes en la placa dermal se encuentran los fagocitos
mononucleares como células dendriticas clasicas*'. De estas, se ha descrito que pueden
encontrarse al menos 2 subtipos en condiciones homeostaticas: las cDC1 y las cDC2.
Ambas poblaciones tienen la capacidad de migrar a ganglio y participar en la induccién de
la respuesta adaptativa asi como en la induccion de tolerancia periférica*®.Cada uno de estos
subtipos de cDCs residentes de tejido no linfoide posee caracteristicas fenotipicas vy
funcionales muy particulares.

Por un lado las cDC1 presentes en piel se caracterizan por la expresién de la integrina
CD103 asi como marcadores de DCs como CD11c y MHC-II.%° De igual manera se ha

descrito que ciertas poblaciones de estas DCs CD103" expresan CD207, un marcador
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considerado exclusivo de las LCs hasta hace unos afios®'. Las DCs CD103+ también se
caracterizan por la retencién en la expresion de FLT3 en comparacién con las CD11b+ las
cuales retienen la expresion de SIRP-o, ambos marcadores asociados a células precursoras
de DCs'":%2, Las DCs negativas para la expresién de CD103 en dermis se caracterizan por
la alta expresidn de la integrina CD11b y se les considera cDC2 ya que comparten una alta
homologia con las DCs CD8a~ residentes de ganglio linfatico tanto funcional como

fenotipica®.

Las DCs CD11b de dermis son un grupo muy heterogéneo y dificil de caracterizar ya que
comparten el marcador CD11b con macrofagos y monocitos los cuales a su vez pueden
expresar MHC-Il en condiciones de activacion e inclusive niveles considerables de CD11c.
De tal forma que la identificacién de las DCs CD11b+ tiene que considerar marcadores
caracteristicos de macrofagos y monocitos como F4/80 o CD115 sumados a los marcadores
clasicos de linaje negativo como CD3, CD19 y CD49b'". Asi mismo , en dermis pueden
encontrarse LCs activadas en camino a ganglio linfatico las cuales expresan CD11b
haciendo aun mas compleja la descripcion de las cDCs CD11b+46:54,

En cuanto a funcionalidad son marcadas las diferencias entre cada fenotipo de DCs. Las
DCs CD103+ por ejemplo pueden activar de manera mas eficiente a linfocitos T CD8+ en
comparacion con las CD11b+ y por lo tanto en montar una mejor respuesta en contra de
patdgenos intracelulares tanto virales como bacterianos®>-°7. Al igual que las DCs CD8o.+
residentes de ganglio linfatico, las DCs CD103+ realizan presentacion cruzada, lo cual les
permite presentar antigenos propios en condiciones homeostaticas y contribuir de esta
manera con la generacion de la tolerancia periférica®.

Sumado a lo anterior se ha descrito que bajo condiciones de inflamacion cronica las DCs
CD103+ expresan en mayor proporciéon PD-L1 en comparacion con las DCs CD11b, lo cual
deriva en una mejor induccion de linfocitos T reguladores por parte de las DCs
CD103+%® Ademas se ha demostrado que las DCs CD103+ cumplen con un papel
importante en la induccién de Linfocitos T foliculares en conjunto con las LCs®.

A pesar de su heterogeneidad las DCs CD11b+ cumplen un papel importante en la activacion
de linfocitos T cooperadores y en la proteccion en contra de patdgenos extracelulares asi
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como en el desarrollo de hipersensibilidades y alergias®®. Lo anterior mediado por la alta
expresién de citocinas asociadas a la diferenciacion de linfocitos Th2 y Th17%. Tal es el
caso de la IL-23 la cual perfila a los linfocitos T cooperadores hacia el fenotipo Th17 en
conjunto con IL-6%". De igual manera se ha descrito que las DCs CD11b+ expresan en mayor
cantidad TGF- en comparacion con las DCs CD103+ lo cual puede contribuir en el re-

establecimiento de la homeostasis después de una condicion inflamatoria cronica'®.

ACTIVACION DE LAS DCS

Las DCs necesitan activarse para ejercer su funcion en la induccién de la respuesta inmune
adaptativa. Esta activacion al igual que en otras células del sistema inmune innato se genera
por el reconocimiento de moléculas inflamatorias como lo puede ser la presencia de
microrganismos patégenos o condiciones de dafio celular en el tejido a través de PRRs®¢2,
La activacion de las DCs involucra cambios fenotipicos y metabdlicos que favorecen su

funciéon como APCs'':38,

CONSECUENCIAS FUNCIONALES DE LA ACTIVACION DE LAS DCS.

En estado homeostatico, las DCs se encuentran en un estado no inflamatorio en donde la
mayoria del tiempo se encuentran inmaduras, censando las sefales del microambiente y
estableciendo tolerancia periférica a través de la migracion homeostatica hacia LN en donde
al presentar antigenos en un contexto deficiente de inflamacion, se generaran clonas de
linfocitos T reguladores. Una vez que las células dendriticas censan PAMPs o DAMPs se
activan e inician el proceso de maduracion caracterizado por el procesamiento antigénico y
la posterior presentaciéon en moléculas de MHC , la cual se ve acompainada por la expresion
de moléculas de co-estimulacidon para la correcta presentacidn de antigeno, como
CD80/CD86 'y CD40%%2,

Este fenbmeno esta acomparnado por cambios morfologicos en la DCs las cuales modifican
su citoesqueleto para adquirir su morfologia dendritoide clasica, incrementando la superficie
de contacto entre la célula presentadora y el linfocito T. Esto tiene como consecuencia un
incremento en la capacidad de presentacion de antigeno®. Ademas, la activacién de las DCs
induce su migracion al ganglio linfatico mas cercano conocido como ganglio linfatico
drenante (dLN). Esta migracion es necesaria para que la DCs cumplan con su funcion en la

activacion de linfocitos T “Naive”84.
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Se ha reportado que dicha migracion es dependiente del receptor de quimiocinas CCR7 el
cual se expresa en las DCs activadas. Este receptor guia a las DCs a través de los vasos
linfaticos mediante la interacciéon con sus quimiocinas ligando CCL19 y CCL21, ambas
expresadas constitutivamente por células presentes en ganglio linfatico®. De igual manera
se ha reportado que la interaccion de CCR7 con sus ligandos retroalimenta positivamente la
expresion de moléculas de co-estimulacion asi como la expresion en la membrana de los

complejos MHC-I/ll-antigeno®®.

Derivado de la activaciéon mediante PRRs se induce, en las DCs la expresion de citocinas
pro-inflamatorias asociadas al factor de transcripcion NFkB. Tales como TNF-qa, IL-6, IL-8 e
inclusive la pro-IL-1. Esta ultima puede procesarse mediante la activacion del inflamosoma
y generar su escision en IL-1a e IL-13. De igual manera las DCs pueden expresar otras
citocinas como [IL-23,IL-12, INFy, IL-10 asi como TGF-B, estas ultimas asociadas a la

polarizacion efectiva de los diferentes fenotipos de linfocitos Th862.67,

METABOLISMO DE LA ACTIVACION DE LAS DCS

Otra consecuencia importante asociada a la activacion de las DCs es la transicion metabdlica
que sufren. Las DCs activadas tienen requerimientos metabdlicos muy distintos en
comparacion con las DCs en reposo, asi como con sus precursores. Estos cambios a nivel
metabodlico influyen en la correcta diferenciacion y activacion de las DCs e inclusive en su
funcionalidad®®.

Se ha descrito que el mecanismo por el cual los precursores de DCs responden a FLT3-L y
se reclutan en tejido esta asociado a la via de senalizacion de mTOR y que la activaciéon de
esta via regula el metabolismo de las DCs en los distintos estadios tanto de diferenciacion y
maduracion asi como de activacion®®.

Las DCs en reposo al igual que los precursores tienen incrementada la sintesis y oxidacion
de acidos grasos aunque las DCs quiescentes son mas glucoliticas respecto a los
precursores, lo cual podria estar asociado a una fase de preparacion ante una posible

activacion .70,
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Durante la activacion de DCs a través de PRRs existen al menos 2 estadios metabdlicos:
uno temprano y uno tardio. El estado de activacion temprano se caracteriza por la activacion
de las vias de sefializacién asociadas a PRRs como son la via de AKT y mTOR 862, También
se ha observado que estas DCs activadas incrementan de manera substancial su consumo
de glucosa y la secrecion de lactato adquiriendo un fenotipo glucolitico. En el cual el
metabolismo de la glucosa se convierte en el eje central para la supervivencia de las DCs.
Sin embargo, en esta activacion temprana las DCs siguen utilizando la sintesis de acidos

grasos como fuente de Acetil-CoA en el TCA. 8871

La activacion tardia de las DCs se establece horas ( 6 Horas aproximadamente) después de
la activacion del PRR, y se da cuando las vias de sefializacion desencadenan en la
activacion del factor de transcripcion HIF1a. En ese momento las DCs disminuyen la
fosforilacion oxidativa y los intermediarios del TCA son utilizados en procesos anabdlicos
como la sintesis de acidos grasos y colesterol®®7!. Lo anterior con el fin de mitigar el estrés
asociado al reticulo endoplasmico causado por el incremento en la sintesis de citocinas y
moléculas de co-estimulacion. Asi mismo se ha observado que algunos intermediarios del
TCA acumulados en dicha transicién metabdlica pueden servir en procesos asociados a la
remodelacién de cromatina’? ya sea activando complejos remodeladores o inclusive
sirviendo como sustrato en esta remodelacién. Por ejemplo, al acumularse la Acetil-CoA
puede servir como sustrato para la acetilacion de histonas.

Aunado a lo anterior, algunas evidencias muestran que presencia de metabolitos (tanto
endogenos como exdgenos) caracteristicos de la glucolisis o el TCA son suficientes para
modular la activacién de las DCs positiva o negativamente’. Por ejemplo, la presencia de
lactato exdgeno favorece la estabilizacion de HIF1a retroalimentando positivamente el
establecimiento de la glicolisis aerobia’™. También se ha descrito que HIF1a puede activarse
con la acumulacion de succinato endégeno en DCs altamente glucoliticas que presentan el
fenomeno de Warburg”®78. Es asi como los intermediarios metabolicos en las DCs no solo
cumplen con funciones anabdlicas o catabdlicas ya que también pueden cumplir funciones
importantes en la sefializacidn celular tanto en la activacidon de las DCs como en la regulacion

de su funcion.
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Lo anterior respecto a la modulacién por intermediarios metabdlicos, adquiere importancia
en la activacion de las DCs y el sistema inmune innato en general ya es este componente
es el blanco principal en estrategias de inmunizacion basadas en el uso de adyuvantes. Los
cuales en su mayoria son moléculas ligandos de PRRs que favorecen la activacion vy
direccionamiento de la respuesta inmune. Sin embargo, considerando la influencia de los
metabolitos en el estado de activacion de las DCs, resulta pertinente enfocar las estrategias
de inmunizacion hacia el uso de adyuvantes que no solo influyan en la activacion de PRRs,
si no que también generen el perfil metabdlico adecuado en estas células para la induccién
de la respuesta adaptativa.

CTB COMO ADYUVANTE

La vacunacion es sin duda uno de los mayores logros de la medicina moderna la cual
requiere de la busqueda de nuevos adyuvantes que activen la respuesta inmune de manera
mas eficiente’’. En este sentido se han descrito diversos adyuvantes de nueva generacion
gue han demostrado activar de manera eficiente al sistema inmune, ademas de ser mas
seguros. Estos adyuvantes comprenden una amplia gamma de moléculas que de manera
directa o indirecta activan a las células del sistema inmune innato.

Tal es el caso de la subunidad beta no toxica de la toxina del colera (CTB) la cual cumple
con una funcién importante en el mecanismo de patogenicidad de la toxina del célera (CT)"®
ya que es el principal factor de virulencia de Vibrio cholerae. La CTB esta compuesta por un
homopentamero de subunidades beta unidas de manera no covalente a un monémero alfa
(CTA). Se sabe que la CTA es la subunidad con actividad biolégica que funciona como
cinasa que activa la AMPK lo que incrementa la cantidad de AMPc en el citoplasma. Esto
genera un incremento en el flujo de iones calcio intracelular, asi como la expulsién de iones
sodio hacia el lumen intestinal lo cual genera el cuadro clasico del célera.

Para que la CTA ejerza su funcidn toxica en el citoplasma celular requiere de la unién de la
CTB a la membrana externa de las células epiteliales de intestino. Esto ocurre mediante la
union estable al receptor GM1 presente en diversas células como las células epiteliales,
neuronales, células T y APCs como DCs, macrofagos y linfocitos B. La union de CTB a GM1
induce la endocitosis de la CT mediada por clatrinas y viaja por via retrograda del aparato
de Golgi al Reticulo endoplasmico en donde la CTA se escinde de la CTB y sale al citoplasma
para ejercer su funcion’®8°, Ademas de su actividad toxica se ha demostrado que la CT tiene
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propiedades inmunogénicas y propiedades adyuvantes. Por ejemplo se ha demostrado que
la CT activa APCs e inclusive mejora la presentacion de antigeno, sin embargo por su
actividad toxica la CT se ha descartado como adyuvante siendo el uso de la CTB mas

prometedor que el oligomero de la CT788°,

Activacion mediada por CTB

La CTB es el adyuvante principal en la vacuna Dukoral, disefiada para proteger en contra
de la intoxicacion con V. cholerae. Esta vacuna se ha probado de manera segura y eficiente
tanto en niflos como en adultos con pocos efectos adversos, generando proteccion durante
5 afios en algunos individuos®!#2. Asi mismo, estudios asociados a la inmunizacién en contra
de B. pertussis han demostrado la efectividad del uso de la CTB como adyuvante en conjunto
con antigenos de la bacteria. Esta inmunizacion gener6 un decremento en la carga
bacteriana en vias respiratorias. Ademas la inmunizacion tanto intraperitoneal como
intramuscular no demostro efecto adverso alguno®:. De tal forma que la CTB se perfila como
un adyuvante seguro y eficaz que puede inducir proteccion duradera en modelos de

inmunizaciéon en mucosas®48°,

Sin embargo, el mecanismo asociado a la activacion del sistema inmune por la CTB esta
poco descrito. Diversos ensayos de interaccion proteica han sugerido al menos una decena
de receptores a los que puede unirse la CTB ademas de GM1. Entre estos receptores
destacan TLR4 , FcRy, TREM2 , LMIR5 y SIGNR1% aunque solo se ha descrito que la CTB
activa al sistema inmune mediante via TLR4 y FcRy®%. Esta evidencia abre la posibilidad a
que esta molécula pueda ser utilizada como adyuvante en el desarrollo de vacunas de nueva
generacion en contra de enfermedades de las cuales la vacunacion ha sido inefectiva , como
el HIV y el Ebola.

Cabe destacar que los esquemas de vacunacion actuales, hacen uso de refuerzos con el fin
de re estimular a la respuesta adaptativa para generar una proteccion mas robusta y
eficiente. En estos refuerzos no solo se vuelve a administrar el antigeno si no también el
adyuvante primario del cual a diferencia de la re estimulacion antigénica, no se sabe muy

bien cual sea su efecto en la induccion de la respuesta inmune.
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Evidencia reciente ha demostrado que ciertas estirpes celulares después de la activacion
mediante un ligando de PRRs mejoran su funcionalidad cuando son re estimuladas con el
mismo ligando e inclusive con ligandos distintos. Esto adquiere relevancia si se considera
que la mayoria de las estrategias de inmunizacion tanto en el ambito clinico como la
investigacion, utilizan como adyuvantes a ligandos de PRRs para mejorar la respuesta hacia
el antigeno. Estos mecanismos cada vez mejor descritos han cambiado por completo la

concepcion clasica de la generacion de memoria inmunoldgica.
ENTRENAMIENTO INNATO

En la induccion de memoria inmunoldgica existe el paradigma que establece que
exclusivamente las células del sistema inmune adaptativo son capaces de desarrollar estos
mecanismos sin embargo evidencia reciente sefala que las células del sistema inmune
innato también pueden adquirir estas caracteristicas de memoria inmunoldgica.

Este mecanismo que pone en duda el paradigma sobre la funcion del sistema inmune innato
es denominado entrenamiento inmune innato y se ha descrito como la capacidad que tienen
células innatas para responder de mejor manera ante un segundo estimulo infeccioso, lo
cual es similar a lo observado en la memoria inmunoldgica de la respuesta adaptativa. Dicho
mecanismo se habia descrito tiempo atras en organismos carentes de memoria
inmunolégica clasica como los animales invertebrados e inclusive los vertebrados
sencillos®”-8, Sin embargo, estudios recientes han demostrado que macroéfagos, monocitos
y células NK de mamiferos como ratones y humanos (animales vertebrados complejos) son
capaces de desarrollar estas caracteristicas de entrenamiento inmune innato””-89,

Se ha descrito que las células innatas incrementan su tiempo de vida media después de una
primer activacion mediante PRRs®*%'. Ademas, esta activacion genera una impronta en las
células entrenadas lo que mejora su funcionalidad cuando son re-estimuladas con un agente
inflamatorio igual o distinto al primero. Algunas de las caracteristicas funcionales que se han
visto modificadas son la expresién de citocinas, ya que la re-estimulacion genera un
incremento sustancial en la expresion de citocinas inflamatorias como TNFa, IL-1p e IL-6
92,93_

La evidencia que soporta la existencia de este mecanismo se basa en estimulaciones in vitro

de fagocitos mononucleares ( Macrofagos y Monocitos) con dosis muy bajas de ligandos de
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PRRs como B-glucano e inclusive microorganismos completos como C.albicans y BCG%%,
Asi mismo se ha demostrado que las células NK se entrenan al reconocer moléculas de la
capside viral de CMV y la proteccion derivada de este entrenamiento puede durar hasta 4
semanas después del estimulo entrenador?°,

Este estimulo entrenador como su nombre lo indica es el encargado de inducir el
entrenamiento inmune innato en estas células, ya que es el primer estimulo que reciben las
células y el que desencadena toda la dinamica molecular que establece el entrenamiento
inmune innato. Ademas, para que las células puedan responder al segundo estimulo igual o
diferente al estimulo entrenador es necesario un periodo de descanso de al menos 5

dias®397,

En este contexto existen diversos estimulos que fungen como estimulos entrenadores en
células del sistema innato, todos son ligandos de PRRs y convergen en la via de sefializacion
que activan®. Hasta ahora los estimulos entrenadores mas estudiados son C.albicans y el
derivado molecular de su pared celular B-glucano®-"%2, Sin embargo también se ha
observado que moléculas ligando de TLRs pueden inducir caracteristicas de entrenamiento
inmunolégico como flagelina, muramil dipeptido y oligonucleétidos CpG'%31%4,  Ademas,
otros microorganismos aparte de C.albicans y BCG pueden inducir estas caracteristicas
como el agente causal de la malaria Plasmodium falciparum.'%® Asi mismo, algunos reportes
indican que la presencia de IL-1B es suficiente para generar un fenotipo parecido al
entrenamiento en astrocitos retados con E.coli '°. También se ha demostrado que la
estimulacion con IL-1B recombinante en ratones granulopénicos es suficiente para generar

proteccion en contra de una infeccion letal con bacterias Gram negativas'®’.

Sin embargo, el estudio de las caracteristicas de entrenamiento inmunolégico no se ha
descrito desde una perspectiva in vivo. La unica informacién que se tiene sobre este
fendmeno in vivo es la proteccion heteréloga generada por la vacunacion tanto de ratones
como humanos con BCG%%. Este fenomeno se refleja en un incremento en la expresion de
IL-6 y TNFa cuando los PBMCs de los sujetos vacunados fueron estimulados ex vivo con
LPS.

Interesantemente estos trabajos con BCG también han demostrado que los monocitos

circulantes en sangre periférica retienen la impronta asociada al entrenamiento durante
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muchos meses después de la inmunizacion. Esto ha llevado a pensar que el entrenamiento
de alguna forma repercute en los precursores de las células innatas entrenadas.

Respecto a esto , un par de acercamientos han demostrado que después de la estimulacion
intraperitoneal en ratones con B-glucano incrementa la hematopoyesis, especificamente en
los precursores de fagocitos mononucleares y que estos precursores poseen una impronta
genética asociada a el entrenamiento’®®. En este trabajo demuestra que estos precursores
obtenidos de ratones que fueron entrenados con f-glucano responden mejor a la
estimulacion con LPS que los grupos control. Asi mismo se ha demostrado que esta impronta
es la encargada de la activacién crénica en monocitos de ratones sometidos a una dieta rica

en grasas y que esta activacion es dependiente de NLRP3 e IL-1B09,

|DINAMICA MOLECULAR DEL ENTRENAMIENTO INMUNE INNATO.

La caracterizacién del establecimiento del entrenamiento inmune innato hace uso de
distintos esquemas de induccién, asi como de distintas estirpes celulares. Se ha estudiado
principalmente en monocitos de sangre periférica, asi como en macrofagos derivados de
meédula désea. Los cuales son re-estimulados como minimo 5 dias después del estimulo
entrenador para establecer el periodo de descanso. Sin embargo hay trabajos en los que la
re-estimulacion se realiza hasta 28 dias después del estimulo entrenador®?93%, A pesar de
lo heterdlogos que resultan estos esquemas de induccién de entrenamiento inmunoldgico
se ha logrado establecer la dinamica molecular de este fendmeno la cual comprende
modificaciones metabdlicas y epigenéticas que mejoran la funcion de las células® 1%, Cabe
sefalar que al menos las modificaciones metabdlicas observadas en el entrenamiento innato
también se han descrito en la activacion misma de las células innatas®?®. De tal forma que
este fendmeno podria confundirse con un estado de activacién cronica en las células. Sin
embargo, el establecimiento del periodo de descanso previamente mencionado es suficiente

para discernir entre células innatas activadas cronicamente y células innatas entrenadas.
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Respecto a las similitudes entre células innatas entrenadas y activadas crénicamente ,se ha
asociado un estado metabdlico altamente glucolitico a estas células entrenadas de manera
analoga a lo sucedido en la activacion normal de las células innatas mediante PRRs®. Sin
embargo, se ha demostrado que la capacidad glucolitica de las células entrenadas es muy
superior a la capacidad glucolitica de las células activadas. Lo anterior demostrado por un
incremento en la acidificacion extracelular (ECAR), asi como un incremento de
intermediarios moleculares asociados a esta via como el lactato”%%.

De igual forma se ha demostrado que la expresion de enzimas caracteristicas de la glucolisis
aerobia es mucho mayor en células entrenadas. Como lo es un incremento en la expresion
de enzimas clave en el mantenimiento del estado glucolitico de la célula como la Hexocinasa
2 (HK2) asi como Fosfofructocinasa (PFKP). También puede haber un incremento en la
expresion de la Lactato deshidrogenasa (LDH). lo que correlaciona con el incremento de la
acidificacion extracelular y la secrecidn de lactato en las células entrenadas®?%.

Por el contrario algunos reportes sefialan que la expresién de Piruvato deshidrogenasa
(PDH) se regula a la baja y por lo tanto el TCA también8%, Sin embargo, esto no descarta
que rutas anaplerdticas del TCA suplan el decremento del piruvato que ingresa a la
mitocondria para asi mantener el ciclo y la cadena transportadora de electrones. Se ha
descrito que una de estas vias es la del metabolismo de la glutamina la cual entra al TCA en
forma de a-cetoglutarato mediante la transaminacion de glutamato a través de glutaminasa
(GLS) y Glutamato deshidrogenasa (GLUD). La expresién de estas enzimas incrementa en
monocitos entrenados® 1",

Asi mismo en macrofagos entrenados ha sido descrito que incrementa el radio de
NAD+/NADH, lo que se asocia con la desregulacion del TCA como fuente central de ATP
siendo suplido por la actividad glucolitica. En contexto con esto, en estos macrofagos
entrenados hay un incremento de intermediarios moleculares asociados al TCA como
succinato y fumarato los cuales en conjunto con el NAD+. Estas moléculas pueden servir
como activadores o represores de complejos remodeladores de la cromatina y por lo tanto
afectar la epigenética de las células entrenadas''®''2, Ademas, ambos intermediarios
metabdlicos cumplen con funciones importantes en el establecimiento de la inflamacion. Se
sabe que tanto el fumarato como el succinato fungen como moléculas estabilizadoras de

HIF 1-a. mediante la inhibicion de las prolilhidroxilasas’>7¢11. De igual forma se ha descrito
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que el succinato se une a su receptor en células dendriticas y a través de un incremento en
el flujo de calcio sinergiza la activacion de TLRs, particularmente el 3 y el 77°.

Por ultimo se sabe que en estas células entrenadas uno de los intermediarios metabdlicos
gue mas se acumula es el aspartato. Esta molécula es importante en el transportador de
malato, ya que se encarga de transportar el malato hacia el exterior de la mitocondria en
anti-sentido al ingreso del aspartato. Ademas, el incremento de malato en el exterior de la
mitocondria genera que se intercambie esta molécula por acetil coenzima A para que esta
sirva como precursor en la sintesis de acidos grasos y de colesterol.

Esta ultima ruta metabdlica, también se modifica en el entrenamiento inmune innato®:111,
Por ejemplo, los monocitos entrenados con B-glucano o con proteinas lipidicas oxidadas
como oxLDL, sobre expresan enzimas clave en la ruta de sintesis del colesterol. Sin
embargo el entrenamiento observado puede inhibirse con el uso de farmacos que bloquean
esta via como la fluvastatina''®. También se demostré que el entrenamiento no se asocia a
el colesterol, si no a intermediarios de la via asi como la actividad de la enzima HMG-CoA
reductasa la cual genera la acumulacion de mevalonato''3. Este incremento es capaz de
inducir caracteristicas de entrenamiento innato a través de la modulacion positiva del
receptor de factores de crecimiento (IGF1-R)''3. De manera interesante en este estudio
demuestran que los pacientes con sindrome de hiper inmunoglobulina D, que son deficientes
de la mevalonato cinasa presentan un fenotipo parecido a el entrenamiento innato y abren
la posibilidad a la modulacion metabdlica de este padecimiento™'3.

Se ha descrito que las vias de transduccion de sefal asociadas a la induccion de el
entrenamiento son vias anabdlicas clave en la funcion celular como lo es la via de AKT-
PIBK-mTOR-HIF1-a. las cuales al activarse generan el perfil metabdlico en las células

entrenadas y a su vez influyen en el control transcripcional de la célula entrenada’.

CAMBIOS EPIGENETICOS DERIVADOS DEL ENTRENAMIENTO INMUNE INNATO

El control transcripcional asociado a el entrenamiento inmune innato, funciona a nivel
epigenético. Se ha descrito que diversos intermediarios metabdlicos que se acumulan en el
entrenamiento funcionan a su vez como activadores o represores de complejos
remodeladores de cromatina'®. Tal es el caso de la activacién de acetiltransferasas de
histonas las cuales se activan en respuesta al incremento de Acetil coenzima A derivado de

el incremento en la sintesis de acidos grasos. Se sabe que la actividad de las
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acetiltransferasas de histonas esta fuertemente relacionada con el incremento de marcas
permisivas en la cromatina''®.Asi mismo se sabe que durante la induccion del entrenamiento
inmune innato, se activa de manera transitoria la enzima Sirtuina 1 en respuesta al
incremento de NAD+. Esta enzima participa en la deacetilacién de histonas y por lo tanto en
la adquisicion de marcas restrictivas en los promotores de los genes blanco. Estos trabajos
muestran que en la dinamica del control transcripcional a nivel epigenético en el
entrenamiento inmune innato no solo se activan remodeladores permisivos de la cromatina
si no también remodeladores restrictivos®* 119, Esta activacion transitoria de la Sirtuina 1 en
células entrenadas sugiere la remodelacion en sitios distintos a los asociados a la funcion
efectora de las células. Por ejemplo, podrian ser sitios de la cromatina asociados a la
induccion de apoptosis o que explicaria el incremento en el tiempo de vida media de las

células entrenadas'%0.

Sumado a lo anterior se sabe que la acumulacion de a-Cetoglutarato y Succinato participa
en la dinamica de la actividad de las enzimas de la familia TET, las cuales estan asociadas
a la demetilacion de histonas lo que genera una disminucion de marcas restrictivas en la
cromatina '®. Asi mismo se ha descrito que el succinato pueden influir en la activacién de el
complejo JMJD que tiene un papel importante en la metilacion de histonas y por lo general
en la represion de la actividad de la cromatina'’. Sin embargo, esta dinamica resulta
compleja si se considera que el a-Cetoglutarato acumulado en el entrenamiento inmune

innato funciona como inhibidor de estas enzimas remodeladoras de la cromatina'!.

Sin embargo, el codigo de las marcas de histonas es heterogéneo ya que no siempre la
metilacién de las histonas funciona como marca restrictiva de la transcripcion o la acetilaciéon
no siempre se asocia con marcas permisivas. Esto depende del aminoacido en donde se
realice la modificacion y ademas en que histona del nucleosoma se realice. Si se considera
ademas que estas dos marcas no son las unicas que pueden encontrarse en las histonas,
la interpretacion de estas modificaciones epigenéticas y su participacion en el entrenamiento
inmune innato se vuelve aun mas compleja’'®.

Se ha descrito que las marcas epigenéticas mas enriquecidas en el entrenamiento innato
son las marcas permisivas de la histonas cercanas a las regiones de los promotoras de los

genes de moléculas clave en el entrenamiento inmune innato”®'"S, Particularmente estudios
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tanto en monocitos como en macrofagos entrenados indican que existe un incremento en
marcas permisivas en las histonas cercanas a los promotores de citocinas inflamatorias
como IL-1B, IL-6 y TNF-a. """, De igual forma estos estudios demuestran que estas marcas
permisivas también se enriquecieron en los promotores de enzimas clave en la glicolisis
aerobica como HK2 , PFKP , GLS y GLUD"".

Las marcas observadas son la triacetilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27AC3) asi
como la trimetilacion de la lisina 4 de la misma histona (H3K4Me3)%. La primera marca se
asocia con una actividad transcripcional alta y se localiza normalmente en sitios cercanos a
el inicio de la transcripcidon sin embargo esta marca se considera transitoria. La segunda se
asocia a el mantenimiento de la actividad de los promotores aun cuando no exista actividad
transcripcional alguna, lo que mantiene la accesibilidad de la cromatina''®. También se ha
demostrado que en estos promotores se disminuye la cantidad de marcas represivas en las
histonas ya que existe un decremento en la trimetilacion del residuo 9 de lisina de la histona
3 (H3K9Me3)?5:93.115,

De tal manera que en conjunto estas marcas tanto permisivas como restrictivas son las
encargadas del incremento en la expresion de citocinas inflamatorias y por lo tanto de el
incremento en la funcionalidad de las células entrenadas. De igual forma el incremento en
la transcripcion de genes asociados a la via de la glicolisis sirve para sostener el fenotipo
glucolitico de las células entrenadas®.

Sin embargo, poco se ha explorado en el contexto epigenético y en general en el
entrenamiento inmune innato sobre la duracion de este fenotipo. Que tan prolongado es el
fenotipo glucolitico y si este también se abate en el periodo de descanso. Lo cual también
lleva a preguntarse si estas marcas epigenéticas son transitorias y si es posible que en la
induccién de este entrenamiento se enriquezcan otras marcas tanto en histonas como en el
material genético mismo. De igual manera aun no se ha determinado si esta permisividad
en la cromatina también se asocia a otros sitios importantes en la transcripcion como sitos
promotores distantes (enhancer) o inclusive si en este fendbmeno existe un recambio de
histonas en los nucleosomas involucrados en el incremento de la transcripcion.

Es asi como la descripcidn de la reprogramacion epigenética en las células entrenadas
requiere de mayor profundizacion respecto a la dinamica de la activacion de los complejos

remodeladores de la cromatina y sus blancos especificos en el entrenamiento innato.
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ESTUDIO DEL ENTRENAMIENTO INMUNE INNATO EN DCS

Interesantemente son pocos los estudios respecto al entrenamiento inmune innato en
células dendriticas. Considerando que estas células son el puente entre la respuesta innata
y la respuesta adaptativa resulta de vital importancia determinar si esta estirpe celular es
capaz de desarrollar este entrenamiento inmune innato y como impacta en su funcionalidad.
Los estudios que vinculan el entrenamiento y las DCs utilizan células diferenciadas in vitro
con GM-CSF a partir de células de medula 6sea, asi como derivadas de monocitos in vitro'°®,
Sin embargo estudios recientes han demostrado que estas células obtenidas in vitro no
comparten ninguna similitud con las DCs clasicas encontradas en ratones y humanos?3%,
De igual forma no se han realizado estudios de re-estimulacion in vivo utilizando adyuvantes
en ningun esquema de induccion de entrenamiento innato dejando la interrogante sobre la

importancia de este fendmeno en condiciones fisiologicas reales.

ANTECEDENTES DIRECTOS.

En la busqueda de nuevos adyuvantes que puedan activar a las DCs, estudios realizados
en nuestra unidad de investigacion han revelado que la CTB es capaz de activar a las DCs
de manera tardia (72 horas después de su inoculacién en piel). Esta activacion fue evaluada
por la expresion de CD86, la cual se mantiene hasta el dia 7 en el sitio de inoculacion'?.
También se observo que la CTB es capaz de incrementar los numeros absolutos de DCs
tanto en el sitio de inoculacion como en el ganglio linfatico drenante. Sumado a lo anterior,
cuando la CTB se utiliza en conjunto con un sistema de direccionamiento de antigeno a DCs
(DEC205) de piel se favorece la generacion de linfocitos T residentes de tejido. Ademas, se
observd que estos linfocitos no solo se reclutan en el sitio de inoculacion sino también a
tejidos periféricos distantes como intestino y pulmén’®. Ademas, este modelo de
direccionamiento de antigeno adyuvado con CTB, demostré proteccion a largo plazo en
modelos de melanoma murino e infeccion por rotavirus en comparacion con los grupos
control. De manera interesante, se observd que en esta inmunizacibn se inducen
preferencialmente los perfiles Th1y Th17 en los linfocitos T CD4+ activados '%.

La presencia de una activacion tardia y sostenida lleva directamente al planteamiento sobre
la posible induccion de entrenamiento inmune innato en DCs mediada por CTB. En este

22



sentido, Tepale Segura en su tesis de maestria demostré que la activacion de DCs con CTB
se asocia principalmente a DCs CD11b+ e interesantemente a InfDCs. Lo anterior
demostrado por un incremento significativo en la expresion de CD86 en ambos fenotipos.
Es de resaltar que estas DCs estimuladas in vitro con LPS muestran una mayor expresion
de TNFa respecto a las DCs estimuladas con LPS provenientes de ratones control. Sumado
a esto también se observo un incremento en la proporcion de DCs TNFa + en los ratones
inoculados con CTB.

De tal forma que estos resultados sugieren fuertemente que las DCs pueden adquirir
caracteristicas de entrenamiento inmune innato, al menos en el incremento en la expresion
de citocinas, asi como el incremento en los numeros totales.

Derivado de estos antecedentes, resulta importante determinar si estas DCs adquieren otras
caracteristicas de entrenamiento inmune innato como lo es la transicion metabdlica en un

contexto de re estimulacion in vivo.

JUSTIFICACION

La activacion no clasica en DCs mediada por la CTB en modelos de inmunizacién murinos
apunta claramente a que este adyuvante pudiera estar induciendo caracteristicas de
entrenamiento inmune innato en dichas células. De igual forma, los ensayos de re
estimulacién in vitro realizados en el laboratorio suman evidencia para asumir que este
entrenamiento inmune innato puede ser adquirido por las DCs.

Es asi que el propdsito de este trabajo es determinar si las caracteristicas de entrenamiento
inmune innato ,observado in vitro, reproducen en un modelo de re estimulacién in vivo. Lo
anterior para demostrar si las DCs pueden adquirir el fenotipo de entrenamiento, utilizando
un adyuvante seguro y eficaz del cual se ha explorado poco sobre su impacto en la re

estimulacion en los sistemas de refuerzos de vacunacion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢La CTB induce cambios a nivel funcional y metabdlico caracteristicos de entrenamiento

inmune innato en DCs de la piel in vivo?

HIPOTESIS.

La inoculacién de CTB inducira caracteristicas de entrenamiento inmunoldgico en Células

Dendriticas de piel que generaran cambios a nivel funcional y metabdlico.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar cambios a nivel funcional y metabdlico en Células Dendriticas de la piel que
determinen la capacidad de la CTB de inducir caracteristicas de entrenamiento inmunolégico
in vivo.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Evaluar si la CTB induce caracteristicas de entrenamiento inmune innato in vivo en
DCs de Piel y Ganglio Linfatico.

e Determinar si la induccidon de caracteristicas de entrenamiento inmune innato in vivo
impacta en el reclutamiento de los precursores de DCs en piel y Ganglio Linfatico.

e Evaluar si la induccidon de entrenamiento inmune innato in vivo de DCs de piel y
Ganglio Linfatico impacta en estado metabdlico de estas células.

e Determinar si la induccidn de entrenamiento inmune innato in vivo impacta en la
expresion de moléculas de co-estimulacion.



MATERIALES Y METODOS.
RATONES.

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de 8 a 12 semanas, libres de parasitos y patdgenos.
Fueron alimentados con “LabDiet 5010 Autoclavable Rodent diet” (LabDiet, Estados Unidos)
y agua ad libitum. Fueron provistos por el bioterio de la Unidad de Investigacién en Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina U.N.A.M. del Hospital General de México “Dr.
Eduardo Liceaga”. Todos los experimentos fueron conducidos en concordancia con el
Comité local de investigacion en salud (Protocolo 3601). Todos los procedimientos fueron
aprobados por el comité de ética animal de la facultad de medicina U.N.A.M. Siguiendo la
Norma Oficial Mexicana (NOM 062-Z00-1999) “Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

MODELO DE INOCULACION.

Ratones C57BL/6 con las caracteristicas mencionadas previamente, fueron inoculados via
intradérmica en la oreja con 5ug de CTB o con el vehiculo (PBS estéril). Transcurridos 7 dias
fueron re estimulados con la misma cantidad de CTB o el vehiculo y fueron sacrificados 7
dias después mediante dislocacion cervical.

OBTENCION DE CELULAS TOTALES DE PIEL Y GANGLIO LINFATICO
DRENANTE

PIEL.

Se obtuvieron las orejas de los ratones sacrificados y se separo la parte ventral y dorsal para
posteriormente incubar con Liberasa (25ug/mL) y DNAasa (0.125 mg/mL) durante 45 min a
37°C. Transcurrido este tiempo se cort6 el tejido en partes pequefias y se incubaron en las
mismas condiciones en agitacion constante a 200 RPM. Terminada la incubacién se detuvo
la digestion enzimatica mediante la adicion de EDTA 0.5 M y las suspensiones celulares se
pasaron a través de un filtro de 70 um seguido de la adicion de DNAsa (0.125 mg/mL).
Finalmente, las células se resuspendieron en medio de cultivo R-10 y se tomé una alicuota

para realizar la cuenta celular o realizar tincidon de superficie o intracelular.
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OBTENCION DE CELULAS DE GANGLIO LINFATICO DRENANTE.

Se obtuvieron los ganglios linfaticos drenantes de piel de los ratones sacrificados y fueron
disgregados en medio con Liberasa (25ug/mL) y DNAasa (0.125 mg/mL), durante 25 min a
37°C. Transcurrido este tiempo se detuvo la reaccion con EDTA 0.5M, a continuacién, se
filtro la suspension celular a través de una malla de organza. Finalmente, las células se
resuspendieron en medio de cultivo R-10 y se tomd una alicuota para realizar la cuenta

celular con citometro de flujo o para realizar tincion de superficie o intracelular.

ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA CITOMETRIA DE FLUJO E
INMUNOFLUORESCENCIA

CITOMETRIA DE FLUJO:

Para la tincion de citometria de flujo se utilizaron los siguientes anticuerpos : Anti-MCH-
lI/FITC ( Biolegend), Anti-CD11c/Texas Red (Biolegend), Anti-CD11b/BV510 (Biolegend) ,
Anti-Ly6C/APC-Cy7(Biolegend) , Anti-CD45/APC (Biolegend), Linaje(Anti-CD3 ,Anti-
CD19,Anti-CD49b,Anti-TER119)/PERCP (Biolegend), Anti-TNFo/PE (Biolegend), Anti-
CDB86/PE (Biolegend), Anti-CD103/PE-Cy7 (Biolegend) ,Viabilidad-

Hoechst 33258 (Life Technologies).

Para los ensayos de Inmunofluorescencia se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:
IgG de Conejo Anti-LDH (AbCam), Anti-CD11c/Biotina (ThermoFisher), AntiCD11b/eF660
(Biolegend), AntiLy6C/PE (Biolegend) y fueron revelados con los siguientes anticuerpos
secundarios: Anti-lgG Conejo/ AF488 (Jackson Immuno Research Lab), Streptavdin/Texas
Red (Jackson Immuno Research Lab) o Streptavidin/APC (ThermoFisher). Los Nucleos
fueron tefidos con Hoechst 33258 (Life Technologies).

CITOMETRIA DE FLUJO
La Fenotipificacion de aproximadamente 1x10° de células se realizé incubando a las células

por 20 minutos a 4 °C con anticuerpos anti- MHC-II-FITC, CD11c-PE, CD103-PECy?7,
CD11b-BV510, Ly6C-APC/Cy7, linaje- (CD3, CD19, TERR119, CD49b)-PERCP, viabilidad-

Hoechst33258 y CD45-APC. Seguido de 2 lavados de 5 minutos con PBS. Posteriormente
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las células fueron fijadas y permeabilizadas durante 15 minutos con p-Formaldehido al 4%
YW en el caso de la tincion superficial o utilizando el kit “permeabilization and fixation buffer

set” (Biologend) en el caso de la tincion intracelular con antiTNF-a-PE.

Todas las muestras fueron adquiridas en el citdmetro FACS Aria Il (B.D.) del Centro de
Instrumentos (CIS) del Centro Medico Nacional Siglo XXI| y analizadas con el Software
Flowjo 8.7 (Tree Star, Ashland, OR, United States)

CONTEO DE NUMEROS ABSOLUTOS
Para el conteo de numeros absolutos se tomaron alicuotas de 20uL de las células purificadas

y se agregaron 20uL de una suspension con anti-CD45/PE-Cy7 y se incubaron durante 20
minutos a 4°C.

Al momento de la adquisicion en el clitdmetro se agregaron 55uL de DAPI 1:5000 y 5 pyL de
perlas de conteo “CountBright™ Absolute Counting Beads” (Life Technologies).

Los numeros absolutos se calcularon de la relacidn entre el numero de perlas contadas, y
su proporcion con las células de interés en la muestra adquirida, utilizando la siguiente

formula:

(Celulas Contadas )«(#Perlas)
(Perlas Contadas)*(Volmen Adquirido)

#Células = * Volumen de la muestra

Las muestras fueron adquiridas en el citometro FACS Canto Il (B.D.) del Centro de
Instrumentos (CIS) del Centro Medico Nacional Siglo XXI. Y analizadas con el Software
Flowjo 8.7 (Tree Star, Ashland, OR, United States).

INMUNOFLOURESCENCIA
Para los ensayos de microscopia de flourescencia, los tejidos obtenidos de ratones C57BL/6

fueron incluidos en Tissue Tek (SAKURA). Se obtuvieron cortes histologicos de 5um de
grosor los cuales se fijaron con p-Formaldehido al 4% durante 20 minutos. Después fueron
rehidratados con un tren de etanol al (96, 80 y 50%) V", se lavaron con PBS los tejidos y se
trataron con una solucion de citratos a 90°C durante 20 minutos para recuperar las
estructuras antigénicas del tejido. El tejido fue lavado con PBS durante 5 minutos y se
permeabilizo durante 2 horas con solucion de bloqueo y permeabilizacion (PBS, Triton 0.2%,
BSA 1% y 2mM de Azida de sodio). Transcurrido el tiempo se descarté la solucion y se

agregaron los anticuerpos primarios en un volumen aproximado de 50ml y se dejaron incubar
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toda la noche a temperatura ambiente y agitacion constante. Cumplido el tiempo de
incubacion se realizaron 5 lavados de 5 minutos con “solucion de bloqueo y lavado”. Los
anticuerpos secundarios se incubaron cada uno durante dos horas a temperatura ambiente
y agitaciéon constante. Después se realizaron 5 lavados de 5 minutos con “solucion de
lavado” (PBS, BSA 1% y 2mM de Azida de sodio) por cada incubacion de anticuerpos
secundarios. Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst (diluido 1:5000) durante 10 minutos y
se realizaron 3 lavados de 2 minutos con PBS. Se agregd solucion de montaje para
microscopia de flourescencia “VectaShield” (VectorLabs) y se cubrieron los tejidos. Al dia
siguiente se adquirieron las imagenes en el microscopio confocal de flourescencia Nikon A1
con el aumento 20x y se analizaron con el Software Imaged y FIJI (NIH).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 con el software Prism 6 (GraphPad Software Inc.) y se
realizo una prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de una y dos vias seguida de una
prueba de Tukey para determinar entre que grupos existia diferencia significativa. Una
P<0.05 fue considerada como significativa.
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RESULTADOS.

Para poder evaluar el papel de la re-estimulacion in vivo en células entrenadas con CTB se
realizé un esquema con duracién total de 14 dias. En el cual la estimulacion al dia 1 fue
denominada como “entrenamiento prolongado” y al dia 7 se denomind “entrenamiento
clasico” (Dado que es el esquema utilizado frecuentemente para inducir entrenamiento). Asi
mismo la doble estimulacion in vivo se realizé al dia 1y al 7.

Sumado a lo anterior para la determinacion de la expresién de TNFa por Citometria de flujo,
se realizo una estimulacion adicional in vitro con LPS durante 6 horas en conjunto con
Brefeldina-A.

Por esta razén se afiadié un grupo control negativo PBS-PBS el cual no fue estimulado con
LPS.

CD86
Inoculacién i.d. Inoculacion i.d. @—p LPS 6 Horas

, Descanso Descanso g
Dia 0 Dia7 Dia 14
S\ 4
Pad,
$ ]
D '«
- (\/_,{\

 Purificacion

Entrenamiento Re-estimulacion + Cortes Histologicos
PBS » PBS “PBS”
PBS CTB “Entrenamiento Clasico”
CTB » CTB “Doble Estimulacién”

Figura 1. Estrategia Experimental de Inoculacion. Ratones C57BL6 fueron inoculados via i.d. en la oreja con 5 ug
de CTB 5 por oreja o el vehiculo (PBS). Transcurridos 7 dias fueron re-estimulados con la misma cantidad de CTB o el
vehiculo. Los animales fueron sacrificados 7 dias posteriores a la ultima inoculacién y se obtuvieron las orejas y los ganglios
linfaticos drenantes para purificar las células o los tejidos fueron utilizados para la obtencién de cortes histolégicos de 5um
de grosor.
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UNA SOLA ESTIMULACION CON CTB IN VIVO ES SUFICIENTE PARA INDUCIR
UN FENOTIPO DE ENTRENAMIENTO INNATO EN DCS DE PIEL

Uno de los aspectos mejor documentados en el entrenamiento inmune innato es la
capacidad de las células entrenadas para incrementar la expresion de citocinas pro-
inflamatorias, como TNFa. después de un segundo estimulo inflamatorio?'. De tal forma que
la primera pregunta de este trabajo es si esta caracteristica de entrenamiento innato puede
observarse en DCs re estimuladas con CTB in vivo.

Para ello seguimos la estrategia experimental que se muestra en la figura 1 y la estrategia
de analisis mostrada en el anexo | (Figura 15).

Se observo que la estimulacion con CTB in vivo induce un incremento en la expresion de
TNFa en las DCs respecto a los grupos control indicando que se esta adquiriendo
caracteristicas de entrenamiento inmune innato (Figura 2A). Este fendmeno se observa para
todos los fenotipos de DCs estudiados: CD11b+, CD103+ e InfDCs.

Los datos sugieren que existe una diferencia entre la expresion de la citocina en el grupo
control estimulado con LPS en comparacion con el grupo estimulado al dia 7 (Figura 2 B, C
y D). Este efecto se hace mas evidente en las DCs CD11b+ y las DCs CD103+ (Figura 2B y
C) en comparacion con las InfDCs (Figura 2D).

De igual forma se observa que las DCs CD11b+y DCs CD103+ tienen una intensidad media
de fluorescencia (IMF) de TNF superior al grupo control estimulado con LPS. (Figura2 By
D). Esto sugiere que el fenotipo de entrenamiento puede mantenerse durante 14 dias en las
cDCs de la piel.

De manera interesante se observo que el grupo re-estimulado con CTB in vivo presenta una
disminucién aparente en la expresion de TNFa para todas las poblaciones de DCs en
comparacion con los grupos que recibieron una sola dosis de CTB, (Figura2 D, Ey F).

En conjunto los datos demuestran que una sola estimulacion con CTB in vivo es suficiente
para inducir caracteristicas de entrenamiento inmune innato in vivo en DCs de la piel al

incrementarse la expresion de TNFa y que este fenotipo se mantiene al menos por 14 dias.
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Figura 2. Una sola estimulacion con CTB in vivo es suficiente para inducir un fenotipo de entrenamiento en DCs de

piel. Ratones C57BL6 fueron inoculados con 10 ug totales de CTB o PBS via i.d. en la oreja. Transcurridos 7 dias los ratones fueron
re-inoculados con la misma cantidad de CTB o el vehiculo y transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido y se purificaron las células. Las
células fueron estimuladas 6 horas con LPS in vitro para promover la expresion de TNFa. A) Histogramas representativos de la IMF de
TNF « entre tratamientos y poblaciones de DCs. B), C) y D) Graficas de la IMF de TNFa para cada uno de los tratamientos y poblaciones
de DCs. n= 2 o0 3, datos agrupados de 1 experimento independiente. Media + SEM (* P>0.05).

LA RE-ESTIMULACION IN VIVO CON CTB INCREMENTA LA EXPRESION DE
TNF-ao EN LAS POBLACIONES DE DCS MIGRATORIAS EN GANGLIO
LINFATICO DRENANTE.

Considerando los resultados observados en piel para la expresion de TNFa , el siguiente
objetivo fue determinar si estas caracteristicas de entrenamiento inmune innato podrian
encontrarse en LN debido a que es este sitio a donde migran las DCs para ejercer su funcion
de células inductoras de la respuesta inmune adaptativa. Para esto se utilizé el esquema de
induccion de entrenamiento ya descrito y de igual forma se utilizé LPS para inducir la
expresion de TNFa. De igual forma se siguio la estrategia de analisis del Anexo | (Figura 15).
Se observa que la expresion de TNFa es totalmente distinta entre los tratamientos vy
poblaciones de DCs en comparacion con lo observado en piel (Figura 2A y 3A). La expresion
de TNFa en DCs migratorias de LN es menor en ratones estimulados al dia 1 con CTB en
comparacion con los estimulados al dia 7 y los re-estimulados in vivo con CTB. (Figura 3B,

CyD).
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Particularmente se observa que la doble estimulacion con CTB tiene un efecto agonista en
la expresion de TNFa en las DCs CD11b+ e InfDCs (Figura 3B y C). Asi mismo es evidente
que las DCs CD103+ solo incrementan la expresion de la citocina cuando los ratones fueron
re-estimulados in vivo con CTB (Figura 3 D). También se observa que el fenotipo de
entrenamiento es mas claro en las DCs CD11b+ respecto a las DCs CD103+ (Figura 3B y
C). Cabe destacar que a pesar de encontrarse en poca proporcion las InfDCs pueden
expresar TNFa en cantidades comparables con las DCs CD11b+ (Figura 3 A, By D).

En conjunto estos resultados sugieren que una doble estimulacion in vivo con CTB induce
el incremento en proporcion de DCs migratorias CD11b+. Asi mismo esta doble estimulacion

favorece el incremento en la expresion de TNFa en todas las poblaciones migratorias

estudiadas.
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Figura 3. La re-estimulacion con CTB in vivo incrementa la expresion de TNF-_| en las poblaciones de
DCs migratorias en Ganglio Linfatico Drenante. Ratones C57BL6 fueron inoculados con 10 ug totales de CTB o
PBS via i.d. en la oreja. Transcurridos 7 dias los ratones fueron re-inoculados con la misma cantidad de CTB o el vehiculo
y transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido y se purificaron las células. Las células fueron estimuladas 6 horas con LPS
in vitro para promover la expresiéon de TNF-c. A) Histogramas representativos de la IMF de TNF-« entre los tratamientos y
poblaciones de DCs. B), C) y D) Graficas de la IMF de TNF-« para cada uno de los tratamientos y poblaciones de DCs. n=
2 0 3, datos agrupados de 1 experimento independiente. Media + SEM (*P>0.05).
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UNA SOLA ESTIMULACION CON CTB /N VIVO INCREMENTA LOS NUMEROS ABSOLUTOS
DE DCS EN PIEL.

Uno de los aspectos poco explorados en el entrenamiento inmune innato es su impacto en
el reclutamiento de las células innatas. De esta manera la siguiente pregunta de este trabajo
fue si la induccion de caracteristicas de entrenamiento inmune innato tenia un impacto en
los numeros de DCs, asi como el efecto de la re-estimulacion in vivo con CTB.

Se encontré que la estimulacion con CTB en todos los tratamientos es suficiente para
incrementar la proporcion de DCs totales en comparacion con el grupo control (Figura 4A).
Sumado a esto se observa que doble estimulacion in vivo con CTB tiene un efecto aditivo
en la proporcion de DCs totales presentes en la piel (Figura 4A). Este fendmeno también se
aprecia en cada una de las poblaciones de DCs analizadas (Figura 4 By C). De manera
interesante se observa que la estimulacion con CTB en el entrenamiento prolongado o
clasico, induce el reclutamiento de células dendriticas inflamatorias y que la re-estimulacion
in vivo incrementa la proporcion de estas células en piel.

Contrastante con los datos asociados a la proporcién de DCs en piel, los numeros absolutos
de DCs reflejan que la doble estimulacion in vivo con CTB no tiene un efecto aditivo en los
numeros de DCs totales presentes en el tejido (Figura 4D, ni para los tres fenotipos de DCs
estudiadas (Figura4 E, F y G).

Al analizar las otras dos condiciones experimentales se observa que en el esquema de
entrenamiento clasico con CTB se genera un pico maximo en el numero de DCs presentes
en el tejido. Mientras que bajo el entrenamiento prolongado con CTB, los numeros de DCs
totales, asi como DCs CD11b+ y DCs CD103+ se mantienen incrementados respecto al
control. Sin embargo, también es evidente que los numeros de DCs en este grupo son
menores a los demas grupos tratados, sugiriendo que a este tiempo las DCs en el tejido se
encuentran en una fase de contraccion. Seria interesante determinar el punto en que los
numeros alcanzan niveles basales como lo observado en el caso de las InfDCs ya que los
numeros al dia 14 son comparables con el grupo control (Figura 4F).

Los resultados demuestran que la induccion de entrenamiento inmune innato con CTB
incrementa los numeros totales de DCs en piel y que este incremento se mantiene durante

14 dias, al menos para las cDCs.

33



A) 105*_

CTB-CTB

PBS-CTB 1975

CTB-PBS '°'1

o]

107

100 10t 165

PBS-PBS |9

CD11c

o

107

CD11b

1 100 108

lel (}Ii‘]" lel d:}"

159

SN
sx161ot

lel tﬂéf'

—_— —
o sx1giot  sxido”

0

>

CD11b

D)

20000 i

MHC-II

DCs Totales Piel

15000

10000

Celulas Totales

5000

o-

s PBS-PBS

)

1500+

1000+

500

Celulas Totales

InfcDCs Piel

>

LyeC

E)
10000
8000
6000

4000

Celulas Totales

2000

0-

CTB-PBS B PBS-CTB

S)

3000

2000

1000+

Celulas Totales

CD11b Piel

Bl CTB-CTB
CD103+ Piel

34



Figura 4. Una sola estimulacion con CTB in vivo con incrementa los nimeros absolutos de DCs en piel. Ratones
C57BL6 fueron inoculados con 10 ug totales de CTB o PBS via i.d. en la oreja. Transcurridos 7 dias los ratones fueron re-inoculados
con la misma cantidad de CTB o el vehiculo y transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido y se purificaron las células. a), b) y c) Plots
representativos para cada uno de los tratamientos y poblaciones de DCs. a) Gates de células CD11c+, MHC-II+ (DCs Totales). b)
Gates representativos de DCs CD11b+ (CD11b+, Ly6C) e InfDCs (CD11b+, Ly6C+) c) Gates representativos de DCs CD103+
(CD103+, CD11b-) d), e), f) y g) Gréficas de barras de numeros totales para cada poblacién de DCs asi como DCs totales. n= 6, datos
agrupados de 2 experimentos independientes. Media + SEM (*P>0.05).

LA ADMINISTRACION INTRADERMICA CON CTB Y LA RE-ESTIMULACION
CON CTB IN VIVO INCREMENTA LOS NUMEROS TOTALES DE DCS
MIGRATORIAS EN GANGLIO LINFATICO DRENANTE.

Uno de los primeros eventos derivados de la activacion de las DCs es la migracion a érganos
linfoides secundarios. De tal forma que para evaluar si las diferencias en los numeros de
DCs de piel podrian deberse a un incremento en la migracién a LN, se determinaron los
numeros totales de DCs migratorias (Anexo |) presentes en ganglio linfatico drenante
siguiendo el mismo esquema de entrenamiento.

Se encontré que el entrenamiento prolongado y la doble estimulacion con CTB incrementa
la proporcion de DCs migratorias y residentes en LN (Figura 5A). Contrastantemente se
aprecia que la proporcion de InfDCs incrementa en todos los tratamientos con CTB mientras
que la poblacion de DCs CD11b+ solo incrementa con la doble estimulacién de CTB y en el
esquema de entrenamiento clasico (Figura 5B). De igual manera se observa que la
proporcion de DCs CD103+ incrementa exclusivamente en la re-estimulacion in vivo con
CTB (Figura 5C). Esto en conjunto apunta a distintos patrones de migracion de las DCs
estudiadas, aun cuando en la piel no pareciera haber diferencia en la adquisicién de las
caracteristicas de entrenamiento inmune innato al menos para las DCs CD11b+ y las InfDCs.
Al realizar la cuantificacion de las DCs en ganglios se observa que tanto para las DCs
residentes como para las DCs migratorias el entrenamiento prolongado con CTB favorece
un incremento en los numeros absolutos de estas poblaciones (Figura 5D y E). De manera
interesante se aprecia que la doble estimulacién con CTB incrementa de manera sustancial
los numeros absolutos de ambas poblaciones de DCs (Figura 5E). Este fendmeno también
se observa en todas las subpoblaciones de DCs migratorias analizadas, siendo las CD11b+
y las InfDCs las que presentan un incremento significativo (Figura 5 F, Gy H).

A diferencia de la piel en donde el entrenamiento prolongado con CTB presentaba numeros
de DCs similares a el control (Figura 4D), en LN se aprecia que la estimulacion con CTB en
este esquema de entrenamiento es suficiente para incrementar tanto la proporcién como los

numeros absolutos de DCs presentes en este tejido.
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Estos datos muestran un fendmeno completamente contrario a lo observado en la piel ya

que una sola estimulaciéon con CTB es suficiente para inducir la migracién de estas células

a LN, la cual requiere mas de 7 dias para hacerse evidente. Asi mismo los datos indican que

a diferencia de la piel, la doble estimulacién con CTB in vivo si tiene un efecto aditivo en la

cantidad de DCs presentes en LN lo cual es analogo a el efecto aditivo observado para la

expresion de TNFa en dicho tejido (Figura 4) .

A) 10°4

10%..

CTB-CTB

PBS-CTB

10°
1

CTB-PBS

PBS-PBS

MHC-II

CD11b

F)
80000+

60000+

40000

Celulas Totales

20000

RGN

¢ 10t 10

o

CD11b
S

<BV 510-A>: CD11b
Qw

2

¢

e
0o 1088 10* 1
<PE-Cy7-A>: CD103

D)
300000+

200000+

100000

Celulas Totales

E)

400000+

300000+

200000+

100000

Celulas Totales

0_

DCs Residentes

DCs Migratorias

CTB-PBS B PBS-CTB IH CTB-CTB

o 160 100 100 o 106 1t 10
CD11c Ly6C CcD103
B PBS-PBS
CD11b LN G) InfDCs LN
l = 20000 *
| *
*
9 15000- L
©
o
& 10000
o s
]
o S s0004 —

H)
25000-

20000+
15000+

10000+

Celulas Totales

5000

0_

CD103+ LN

36



Figura 5. La administracién intradérmica con CTB y la re-estimulacion con CTB in vivo incrementa los niumeros
totales de DCs migratorias en ganglio linfatico drenante. Ratones C57BL6 fueron inoculados con 10 ug totales de CTB o PBS
viai.d. en la oreja. Transcurridos 7 dias los ratones fueron re-inoculados con la misma cantidad de CTB o el vehiculo y transcurridos 7 dias mas
se obtuvo el tejido y se purificaron las células. a), b) y c) Plots representativos para cada uno de los tratamientos y poblaciones de DCs. a)
Gates de células CD11c+, MHC-II alto (DCs Migratorias) para todos los tratamientos b) Gates representativos para las DCs CD11b+ (CD11b+,
Ly6C) y las InfDCs (CD11b+, Ly6C). c) Gates representativos de DCs CD103+ (CD103+, CD11b-) d), e), f) y g) Graficas de barras de los
numeros totales para cada poblacion de DCs. n= 6, datos agrupados de 2 experimentos independientes. Media + SEM (*P>0.05).

LA CTB INDUCE EL RECLUTAMIENTO DE PRECURSORES DE DCS A LA PIEL

Los resultados del incremento de DCs en piel después de la estimulacion y re-estimulacion
con CTB (Figura 4) plantearon la pregunta si este incremento podria estar asociado al
reclutamiento y diferenciacion de precursores de cDCs o precursores de InfDCs.

La estrategia para la caracterizacion de las poblaciones precursoras de detalla en el Anexo
I

Se encontré que una estimulacion con CTB es suficiente para inducir el reclutamiento de
pre-DCs y monocitos inflamatorios precursores de InfDCs (pre-InfDC), aunque este
reclutamiento es diferencial entre cada uno de los tratamientos. Puede observarse, que la
estimulacion con CTB genera un incremento en la proporcion de pre-DCs en todos los
tratamientos (Figura 6A). Sin embargo, las poblaciones pre-DC y pre-InfDC se definen mejor
en el grupo re-estimulado in vivo con CTB y el grupo bajo el esquema de entrenamiento
clasico (Figura 6 Ay B).

El conteo de numeros absolutos de ambos precursores confirma que el pre-DC se recluta
en la piel en cualquier esquema de estimulacién con CTB. Ademas, el incremento ocurre en
los ratones entrenados de manera clasica y en mayor numero en aquellos re-estimulados
con CTB en comparacion con los ratones control (Figura 6C).

Con respecto a los pre-InfDC se observa que el incremento solo es significativo en el
esquema de entrenamiento clasico, aunque también hay un ligero incremento en el resto de
los tratamientos (Figura 6D). De manera interesante la doble estimulaciéon con CTB no tuvo
un efecto aditivo en el reclutamiento de los pre-InfDCs como el observado con el pre-DC
(Figura 6 C y D), sugiriendo patrones de reclutamiento diferenciales entre ambos

precursores.
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Figura 6. La CTB induce el reclutamiento de precursores de DCs a la piel. Ratones C57BL6 fueron inoculados via i.d
en la oreja con 10 ug totales de CTB o PBS. 7 dias después fueron re-inoculados con la misma cantidad de CTB o el vehiculo y
transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido de interés y se purificaron las células. A) y B) Plots representativos para cada tratamiento A)
Gates de Pre-DCs (FLT3+, SIRP-a+) B) Gates de monocitos inflamatorios considerados precursores de InfDCs (CD11b+, Ly6C int o alto)
C) y D) Gréficos de los numeros absolutos de ambos fenotipos de precursores para cada uno de los tratamientos. n=3, datos agrupados

de 1 experimento independiente. Media + SEM (*P>0.05).

LA CTB NO IMPACTA EN EL RECLUTAMIENTO DE PRECURSORES DE DCS
EN GANLGLIO LINFATICO DRENANTE.

Debido a que en ganglio linfatico drenante también se observo un incremento en los numeros
de DCs lo siguiente que se evaluo fue si en este érgano también se inducia el reclutamiento
de precursores de DCs derivado de la estimulacion con CTB en piel. (Figura 6).

En contraste con lo observado en piel, se observa que la proporcién de pre-DCs no
incrementa en ningun tratamiento (Figura 7A) lo cual es similar al analizar los pre-InfDCs,

ademas de que ambas poblaciones no se definen facilmente (Figura 7B)
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Al realizar la cuantificacion de las células se observa una tendencia a aumentar los numeros
de pre-DCs en los tratamientos con CTB (Figura 7C), no asi en cuanto a los numeros de pre-
InfDCs (Figura 7D).

En general estos resultados permiten concluir que el incremento de DCs en LN derivado de
la estimulacion con CTB en piel no esta asociado a un incremento en el reclutamiento de
precursores como sucede en piel, si no, que este fendbmeno se asocia a la migracion de las
DCs de piel a LN.
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Figura 7. La CTB no induce el reclutamiento de precursores en ganglio linfatico drenante. Ratones C57BL6
fueron inoculados via i.d en la oreja con 10 ug totales de CTB o PBS. 7 dias después fueron re-inoculados con la misma cantidad de
CTB o el vehiculo y transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido de interés y se purificaron las células. A) y B) Plots representativos
para cada tratamiento A) Gates de Pre-DCs (FLT3+, SIRP-a+) B) Gates de monocitos inflamatorios considerados precursores de
InfDCs (CD11b+, Ly6C int o alto) C) y D) Graficos de los numeros absolutos de ambos fenotipos de precursores para cada uno de los
tratamientos. n=3, datos agrupados de 1 experimento independiente. Media + SEM.
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LA INOCULACION DE CTB INDUCE LA EXPRESION DE LDH EN DCS DE LA
PIEL.

Un punto central en la descripcién del entrenamiento inmune innato es la transicion
metabdlica que sufren las células entrenadas hacia la glicolisis aerobia’'?122, Por esta razén
se decidié evaluar la expresion de Lactato Deshidrogenasa (LDH) in situ en las DCs con
fenotipo entrenado para asi determinar si existe esta transicion metabdlica.

Se encontrd que la estimulacién con CTB en todos los tratamientos es suficiente para inducir
la expresién de LDH en DCs CD11b+ (Figura 8) y las InfDCs (Figura 9). Lo que correlaciona
con que una estimulacion con CTB es suficiente para inducir un fenotipo de entrenamiento
en las DCs de piel (Figura Y). Ademas, se observo que la doble estimulacion con CTB
incrementa de manera importante la expresion de LDH en las DCs CD11b+ (figura 8) y las
InfDCs (Figura 9).

Interesantemente se observd durante el periodo de descanso en el entrenamiento
prolongado, disminuye la expresion de LDH en el tejido, lo cual sugiere que las células con
caracteristicas de entrenamiento inmune innato en periodo de reposo disminuyen la
actividad glucolitica.

Asi mismo se observa que los tejidos estimulados con CTB bajo el esquema de
entrenamiento clasico y con doble estimulacion incrementan el infiltrado celular
principalmente en el estrato dermal lo que se ve reflejado en un incremento en el grosor del
tejido respecto a el grupo control (Figura 8 y 9).

Sumado a lo anterior en la Figura 9 se aprecia que en el estado de reposo (descanso)
derivado del entrenamiento prolongado con CTB, hay células en el tejido localizadas en el
estrato epidermal que expresan solamente LDH.

En conjunto estos resultados indican que la estimulaciéon con CTB induce una transicion
metabdlica en dos poblaciones de DCs en piel. Los resultados también demuestran que el
estado metabdlico de entrenamiento es transitorio y se recupera y potencia con una segunda

estimulacion in vivo
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Figura 8. La estimulaciéon con CTB y la re-estimulacién in vivo induce la expresiéon de LDH en DCs CD11b+
de la piel. Ratones C57BL6 fueron inoculados via i.d. en la oreja con 10 ug totales de CTB o el PBS, 7 dias después fueron re- inoculados
con la misma cantidad de CTB o PBS, transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido para su inclusion en Tissue Tek® y su posterior corte con
un grosor de 5um. Imagenes de microscopia de flourescencia representativas de cada tratamiento. De izquierda a derecha. En rojo se
muestra la expresion de CD11c, en verde la expresion de LDH y en Cyan la expresion de CD11b, en la ultima columna se muestra el Merge
de los canales con los nucleos tefidos con Hoechst (Azul)

PBS-PBS

PBS-CTB

CTB-PBS
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Figura 9. La estimulaciéon con CTB y la re-estimulaciéon con CTB in vivo induce la expresion de LDH en DCs
inf de la piel.

Ratones C57BL6 fueron inoculados via i.d en la oreja con 10 ug totales de CTB o PBS, 7 dias después fueron re inoculados con la misma
cantidad de CTB o PBS, transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido para su inclusion en Tissue Tek® y su posterior corte con un grosor de
5um. Imagenes de microscopia de flourescencia representativas de cada tratamiento. De izquierda a derecha. En rojo se muestra la expresion
de CD11c, en verde la expresion de LDH y en Cyan la expresion de Ly6C, en la ultima columna se muestra el Merge de los canales con los
nucleos tenidos con Hoechst (Azul).
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LA INOCULACION DE CTB INDUCE LA EXPRESION DE LDH EN DCS DE
GANGLIO LINFATICO DRENANTE.

Una vez que se observd la transicion metabdlica inducida por la CTB en piel se quiso
determinar si este fendmeno sucedia en las DCs migratorias presentes en ganglio linfatico
drenante.

En cuanto a las DCs CD11b+ en la Figura 10 se observa que, en el entrenamiento
prolongado y la re-estimulacién con CTB se incrementa la expresién de LDH en LN que co-
localiza con las marcas asociadas a DCs CD11b+ (CD11c, CD11b). También es evidente
que en el esquema de entrenamiento clasico con CTB, se induce un incremento en la
expresion de LDH, sin embargo, esta expresion no co-localiza con la marca asociada a las
DCs CD11b+.

Asi mismo se aprecia que la distribucion de las DCs CD11b+ en ganglio entre los
tratamientos es distinta. En el entrenamiento clasico con la CTB, las DCs CD11b+ se
localizan en areas circundantes al ganglio sugiriendo que se trata de células que estan
ingresando al LN por linfa aferente. En contraste se aprecia que tanto en el esquema de
entrenamiento prolongado, asi como la doble estimulacién con CTB genera que las DCs
CD11b+ ingresen a zonas mas internas del LN.

En condiciones basales (control negativo) se pueden observar DCs CD11b+ distribuidas en
todo el ganglio linfatico, sin embargo, difieren respecto a los tratamientos en abundancia y
en la expresion de LDH.

En contraste con lo anterior en la Figura 11 es evidente que la abundancia de las InfDCs en
ganglio linfatico es menor respecto a las DCs CD11b+ y que en condiciones basales el
marcador Ly6C no co-localiza con el marcador clasico de DCs CD11c. De igual manera se

aprecia que solo bajo la doble estimulaciéon con CTB se induce la migracion de las InfDCs.

En resumen, los resultados indican que la transicién metabdlica asociada al entrenamiento
de las DCs en piel se mantiene durante la migracion a LN. Asi mismo las micrografias
sefalan que entre los 2 fenotipos migratorios estudiados existen diferencias en cuanto a

localizacion y abundancia. Particularmente se observa que las DCs CD11b+ migran en
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cualquier estimulacién con CTB, mientras que las InfDCs solo aparecen en LN cuando se

re-estimulo con CTB

Merge Nucleos

PBS-PBS

PBS-CTB

CTB-PBS

CTB-CTB

.

Figura 10. La estimulacion al dia 1 con CTB y la re-estimulacion in vivo induce la expresiéon de LDH en DCs
CD11b+ en ganglio linfatico drenante. Ratones C57BL6 fueron inoculados via i.d en la oreja con 10 ug totales de CTB o PBS, 7 dias
después fueron re inoculados con la misma cantidad de CTB o PBS, transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido para su inclusion en Tissue
Tek® y su posterior corte con un grosor de 5um. Imagenes de microscopia de flourescencia representativas de cada tratamiento. De izquierda a
derecha. En rojo se muestra la expresion de CD11c, en verde la expresion de LDH y en Cyan la expresién de CD11b, en la ultima columna se
muestra el Merge de los canales con los nticleos tefiidos con Hoechst (Azul).
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Figura 11. La estimulacion al dia 1 con CTB y la re-estimulacion in vivo induce la expresion
de LDH en DCs CD11b+ en ganglio linfatico drenante. Ratones C57BL6 fueron inoculados via i.d en la
oreja con 10 ug totales de CTB o PBS, 7 dias después fueron re inoculados con la misma cantidad de CTB o PBS,
transcurridos 7 dias mas se obtuvo el tejido para su inclusién en Tissue Tek® y su posterior corte con un grosor de 5um.
Imagenes de microscopia de flourescencia representativas de cada tratamiento. De izquierda a derecha. En rojo se
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muestra la expresion de CD11c, en verde la expresion de LDH y en Cyan la expresion de CD11b, en la ultima columna se
muestra el Merge de los canales con los nticleos tefiidos con Hoechst (Azul).

LA ACTIVACION DE LAS DCS ESTIMULADAS CON CTB IN VIVO ES
PROLONGADA Y SOSTENIDA EN LA PIEL.

Una vez que se determino que la CTB induce caracteristicas de entrenamiento inmunolégico
en células dendriticas y que este fenotipo puede potenciarse con una segunda estimulacion
in vivo. Se evalud si la induccion de este entrenamiento inmunolégico en DCs también
impactaba en sus caracteristicas funcionales intrinsecas como la presentacion antigénica.
Para ello determinamos mediante citometria de flujo la expresion de CD86, la cual es una
de las moléculas involucradas en este proceso inmune?. Se encontrd que de manera analoga
a lo descrito en la Figura 4, la estimulacion con CTB incrementa la proporcion de las DCs
(Figura 12 Ay B). Al evaluar la expresion de CD86 se encontr6 incremento en la intensidad
media de fluorescencia en las DCs estimuladas con CTB. (Figura 12C)

También se observd que el entrenamiento clasico con CTB incrementa de manera
significativa la expresién de CD86 en todos los subtipos de DCs analizados. (Figura 12D, E
y F). Esta expresion es mas evidente en las DCs CD11b+ y CD103, ya que en las InfDCs se
observa que tanto en el entrenamiento clasico como la re-estimulacion con CTB inducen
niveles comparables de expresién de CD86. (Figura 12E) Interesantemente la doble
estimulaciéon con CTB no tuvo un efecto aditivo en expresién de esta molécula en ninguno
de los subtipos de DCs estudiados.

Un hallazgo importante es el observado en el esquema de entrenamiento prolongado con
CTB. En dicho grupo se observa que la expresion de CD86 se mantiene durante los 14 dias
del esquema (Figura 12D, E y F), lo cual indica que esta activacion es prolongada en la piel
y podria afectar la funcion de las DCs como APCs.

Es importante sefialar que entre los subtipos de DCs se encontraron patrones de expresion
diferenciales para CD86, siendo las InfDCs y las DCs CD11b+ las que expresan en mayor
cantidad CD86 (Figura 12D y E). En contraste a lo observado para las DCs CD103+, las
cuales tienen menor expresion de CD86. (Figura 12F)

En resumen, los datos muestran que una sola estimulacion con CTB en piel es suficiente
para que las DCs incrementen la expresion de CD86 y que esta expresion se mantiene

durante 14 dias posteriores a la estimulacién, teniendo un pico maximo de expresion al dia
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7 después de la administracién de CTB. Ademas, que la doble estimulacién con CTB in vivo
parece no potenciar la expresion de CD86.
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Figura 12. La activacion de las DCs estimuladas con CTB in vivo es prolongada y sostenida en la Piel.
Ratones C57BL6 fueron inoculados con 10 ug de CTB o PBS y 7 dias después fueron re inoculados con la misma cantidad de CTB o
PBS, 7 dias posteriores se obtuvo el tejido de interés y se purificaron las células totales. A) y B) Plots representativos de cada poblacion
de DCs para cada tratamiento. A) Gates de DCs CD11b+ (CD11b+, Ly6¢c-) e InfDCs (CD11b+, Ly6C+). B) Gates de DCs CD103+.
(CD11b-, CD103+). C) Histogramas representativos de la IMF de CD86 de cada poblacion de DCs para cada tratamiento. D), E) y F)
Graficas de barras de la expresiéon de CD86 de cada poblacién de DCs para cada tratamiento n= 6, datos agrupados de 2 experimentos
independientes. Media + SEM (*P>0.05).

LA ACTIVACION CON CTB INDUCE LA EXPRESION PROLONGADA DE CD86
EN DCS MIGRATORIAS DE GANGLIO LINFATICO DRENANTE.

Por ultimo se evalué si lo observado en piel para la expresion de CD86 también sucedia en
el ganglio linfatico drenante, ya que en los experimentos previamente realizados se observo
que la induccion de entrenamiento inmune innato impactaba en las DCs que estan migrando
a este organo. De igual forma en el Anexo | se detalla |la estrategia para la caracterizacion
de las poblaciones de DCs en LN.

Se observo que contrastante a el grupo control, la estimulacién con CTB solo incrementa la
proporcion de InfDCs (Figura 13A), no asi las DCs CD11b+ y CD103+(Figura 13 Ay B).
Por otro lado, como se observo en la Figura 12C, la estimulacion con CTB incrementa la
expresion de CD86 en las poblaciones de DCs analizadas (Figura 13C). Se observa que, a
diferencia de la piel, los patrones de expresion de CD86 son distintos entre los tratamientos.
Se encontro que el la expresion de CD86 es maxima bajo el esquema de entrenamiento
prolongado en las DCs CD11b y las InfDCs (Figura 13D y E) en comparacion con la piel, en
donde la expresion maxima se encontrd en el esquema de entrenamiento clasico, (Figura
12 D y E. Para el caso de las DCs CD103+, la expresion de CD86 se vio favorecida con la
doble estimulacién con CTB. (Figura 13F)

Respecto al nivel de expresiéon de CD86 entre los subtipos de DCs migratorias analizadas
se puede apreciar que las cDCs CD11b+ son las que tiene una expresion mayoritaria (Figura
13 D) y que a diferencia de la piel la expresion de esta molécula en las InfDCs no es
semejante si no menor (Figura 13E).

En conjunto los datos demuestran que la impronta generada en la piel con la estimulacién
con CTB impacta en las caracteristicas fenotipicas de las DCs que estan migrando a LN,

debido a los patrones de expresion de CD86.
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Figura 13. La activacion con CTB induce la expresion prolongada de CD86 en DCs migratorias de
ganglio linfatico drenante. Ratones C57BL6 fueron inoculados con 10 ug de CTB o PBS y 7 dias después fueron re
inoculados con la misma cantidad de CTB o PBS, 7 dias posteriores se obtuvo el tejido de interés y se purificaron las células totales.
A) y B) Plots representativos de cada poblacion de DCs para cada tratamiento. A) Gates de DCs CD11b+ (CD11b+, Ly6¢c-) e InfDCs
(CD11b+, Ly6C+). B) Gates de DCs CD103+. (CD11b-, CD103+). C) Histogramas representativos de la IMF de CD86 de cada
poblacion de DCs para cada tratamiento. D), E) y F) Graficas de barras de la IMF de CD86 de cada poblacién de DCs para cada
tratamiento. n= 6, datos agrupados de 2 experimentos independientes. Media + SEM (* P>0.05).

DISCUSION.

El entrenamiento inmune innato sin duda ha cambiado el paradigma sobre las poblaciones
celulares con capacidad de generar de memoria inmunologica. Sin embargo, la mayoria de
los ensayos que describen este mecanismo hacen uso de estimulaciones in vitro dejando la
interrogante de la reproducibilidad de estos hallazgos en modelos mas complejos in vivo.
Ademas, que este mecanismo no canonico no ha sido descrito utilizando adyuvantes. Lo
anterior es relevante si se considera que los esquemas de vacunacion basados en dosis de
refuerzo hacen uso tanto de adyuvantes como de antigenos en las re-estimulaciones. De tal
forma que es importante evaluar el papel individual que tienen los adyuvantes en una re
estimulacion in vivo y determinar si se inducen caracteristicas de entrenamiento inmune

innato que puedan impactar en la generacion de una respuesta adaptativa eficiente.

En este sentido, los resultados de este trabajo demuestran que la CTB ademas de ser un
adyuvante eficaz y seguro’®, induce un fenotipo con caracteristicas de entrenamiento inmune
innato en DCs. Esto determinado por un incremento en la expresion de TNFa en la piel, asi

como en los ganglios linfaticos drenantes de todos los grupos estimulados con CTB in vivo.

Interesantemente se encontré que la doble estimulacion in vivo no tiene efecto aditivo en la
expresion de esta citocina en la piel. Esto podria asociarse a la tercera estimulacion que
recibieron estas ceélulas con LPS in vitro, el cual se ha demostrado que puede generar
inmunoparalisis en células innatas expuestas a estimulos crénicos con esta enterotoxina'?3,
Asi mismo esta falta en el efecto agonista en la expresion de la citocina pudiera estar
asociada a mecanismos de regulacion inmunologica tanto de las células estimuladas, asi
como componentes del microambiente, los cuales pudieran favorecer que se regule la

expresion de TNFa por parte de las DCs piel.
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Por otra parte, estas DCs entrenadas pudieran estar favoreciendo la sobre expresion de
otras citocinas asociadas a el entrenamiento inmune innato; considerando lo anterior resulta
relevante determinar si la doble estimulacion in vivo impacta en la expresion de otras
citocinas descritas en el entrenamiento inmune innato como IL-6 e IL-13. Ademas de
citocinas pro-inflamatorias, también seria interesante explorar si la re estimulacion con CTB
modifica algunas moléculas asociadas a la polarizacion efectiva del linfocito T en la
presentacion de antigeno como IL-23 e IFNy. Sin embargo, nuestros resultados brindan un
primer acercamiento sobre la dinamica de la induccion del entrenamiento innato in vivo en

donde mas componentes celulares entran en juego.

Los resultados indican que de los subtipos de DCs de piel estudiados, las cDCs CD11b+
tiene el fenotipo de entrenamiento inmune innato mas acentuado, ya que son las que tienen
una mayor expresion de TNFa, en comparacion con el control que no recibié CTB, pero fue
estimulado con LPS. Estas DCs estan asociadas principalmente a la activacion de distintos
fenotipos de linfocitos T CD4+%, de esta manera el entrenamiento inducido por la CTB
pudiera impactar de manera exclusiva en los linfocitos T cooperadores. Sin embargo, aun
falta por determinar si este entrenamiento sobre las DCs CD11b+ se asocia a su alta
abundancia en piel o a la expresién de diferencial de PRRs asociados a la activacion de CTB

entre los subtipos de DCs. %4,

También encontramos que si bien la expresion de TNFa en las DCs CD103+ e InfDCs no es
comparable con las DCs CD11b+, si es posible determinar que estos subtipos de DCs
adquieren caracteristicas de entrenamiento inmune innato con la estimulacion con CTB. Este
fendbmeno es mas significativo en las DCs CD103+ que en las InfDCs cuando se compara
con el grupo control estimulado con LPS. Estos datos contrastan con antecedentes directos
del laboratorio los cuales indican que las DCs CD103+ no adquieren caracteristicas de
entrenamiento inmune innato. Se observd que bajo un esquema de induccion de
entrenamiento con duracion de 7 dias y con una segunda estimulacién de LPS in vitro, las
DCs CD103+ no mostraron un incremento en la expresion de TNFa . Sin embargo, la

evidencia de este trabajo indica que este subtipo de DCs si adquiere caracteristicas de
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entrenamiento in vivo, resaltando la importancia del microambiente en la induccion de

entrenamiento inmune innato.

Por otro lado, es importante destacar que el tiempo en el esquema de entrenamiento parece
no ser relevante en las subpoblaciones de DCs de piel, al menos para la expresion de
TNFa ya que los resultados indican que asi se trate de una estimulacion al dia 1, al dia 7 o

doble con CTB la expresion de esta citocina es muy similar.

En paralelo con el analisis en piel también se describio el impacto del entrenamiento inmune
innato en el ganglio linfatico drenante. Considerando que una de las principales funciones
de las DCs es migrar a LN después de su activacion y que la CTB es capaz de viajar por
los nddulos linfaticos y activar a las DCs residentes de ganglio”.

Los resultados obtenidos en ganglio linfatico hacen evidente el papel de la doble
estimulacion in vivo con CTB en DCs entrenadas. Se observa un claro efecto en todos los
subtipos de DCs estudiados en donde la doble estimulacion in vivo incrementa de manera
significativa la expresion de TNFa en comparacion con la condicion control estimulada con
LPS. Esto demuestra por primera ocasion que una segunda estimulacion in vivo en células
entrenadas tiene un efecto aditivo en la expresion de TNFa.

Estos resultados son de vital importancia ya que amplian el panorama sobre el
entrenamiento inmune innato y su repercusion en el sistema inmune, ya que no solo las DCs
se estan entrenando en la piel si no que migran a ganglio con fenotipo entrenado. Esto
sugiere que la re estimulacién con CTB podria generar un ambiente diferente durante la
presentacion de antigeno a los linfocitos T, lo cual podria impactar en la polarizacion de

estas células, asi como en la induccion de células efectoras y de memoria.

De igual forma resta determinar si este fenotipo de entrenamiento solo se induce en las DCs
migratorias o si se puede observar en los fenotipos de DCs residentes de ganglio. Asi mismo
este estudio en la expresiéon de TNFa tanto en piel como en LN carece de marcadores
asociados a células de Langerhans, las cuales se sabe tienen un origen ontogénico distinto
y un ciclo de vida mas largo que las DCs dermales*®54. De tal forma que futuras

investigaciones sobre el entrenamiento inmune innato deben considerar a estas DCs vy
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determinar si también pueden entrenarse para enriquecer el estudio de este fendmeno en
DCs.

Al igual que en nuestros antecedentes previos, observamos que la administracion de CTB
en piel involucra un incremento en los numeros de DCs en este tejido. Es importante
mencionar que un incremento en los numeros de células totales también ha sido asociado a
la induccion de entrenamiento inmune innato, por ejemplo en células NK, las cuales se sabe
que retienen un potencial de proliferacion?, en comparacion con otras células innatas como
las DCs , por lo que este fendmeno podria estar asociado a otros mecanismos de
entrenamiento.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que una sola estimulacion con CTB
incrementa los numeros totales de DCs en un esquema de entrenamiento clasico (7 dias).
Ademas, que la re-estimulacion in vivo con CTB no tiene un efecto agonista en estos
numeros, pero si en el mantenimiento de los subtipos estudiados de DCs. Interesantemente
también se encontré que la estimulacién bajo un esquema de entrenamiento prolongado
mantiene los numeros de DCs por encima del grupo control. Lo anterior sugiere que las
caracteristicas de entrenamiento innato inducido en estas células, también impactan en un

incremento en la vida media de las DCs, quiza por mecanismos de resistencia a apoptosis.

Los resultados también sugieren que el decremento en los numeros absolutos de DCs en
piel transcurridos 14 dias, asi como en una segunda estimulacion con CTB, se asocia
directamente con el incremento en las DCs migratorias de LN. Esto sugiere que sumado a
la activacion tardia generada por la CTB también se genera una induccion de migracion
tardia en las DCs activadas. Asi mismo el caracter sostenido de la activacion tardia de la
CTB impacta en la migracion sostenida de las DCs lo cual se refleja en los numeros tan altos
de DCs en LN 14 dias después de la estimulacion'?.

El fendmeno tan particular en la cinética de migracién de las DCs estimuladas con CTB
pudiera asociarse a la repercusion del entrenamiento inmune innato en la capacidad
migratoria de estas células. Esto podria explicarse por la expresion de CCR7, el cual se sabe
que es el receptor encargado de dirigir a las DCs a LN a través de su interaccion con CCL21
y CCL19%. De tal forma que las DCs entrenadas en piel pudieran sobre expresar este

receptor y asi mejorar su capacidad migratoria.
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Uno de los aspectos clave del por qué el entrenamiento de las células innatas no es
considerado un tipo de memoria inmunoldgica por diversos autores es su falta de capacidad
para transmitir esta memoria a otras células al carecer de capacidad proliferativa'?®. Esto a
pesar que las células entrenadas adquirieron informacion epigenética y metabdlica que las
hace responder mejor ante un segundo estimulo. Sin embargo, la evidencia encontrada en
individuos estimulados con BCG demuestra que el fenotipo de entrenamiento no es
transitorio y de alguna manera impacta en la impronta genética de las células innatas. Esto
sugiere que este entrenamiento inmune innato impacta en los precursores de estas células
ya que son los precursores los que tienen mayor capacidad de proliferar y asi perdurar en el

tiempo®.

Evidencia reciente ha demostrado que bajo condiciones de infeccion sistémica el
entrenamiento inmune innato impacta directamente en los precursores de monocitos en
medula ésea, los cuales 28 dias después del estimulo entrenador son capaces de
diferenciarse a monocitos con fenotipo entrenado'®®. En este contexto, en este trabajo se
demostré que una administracion de CTB como estimulo entrenador es capaz de reclutar
precursores de DCs en la piel, tanto pre-DCs como monocitos precursores de InfDCs lo
anterior con una sola estimulacion del adyuvante. Por lo tanto, nuestros datos suman
evidencia para afirmar que la induccion de entrenamiento impacta en el reclutamiento de los

precursores de las células innatas.

Con esto se puede concluir que el incremento en los numeros absolutos de DCs bajo
condiciones de entrenamiento se debe a un reclutamiento de precursores de DCs Clasicas
e inflamatorias que se diferencian a DCs funcionales. Sin embargo, se desconoce si estos
precursores reclutados bajo condiciones de entrenamiento tengan rondas de proliferacion y
una subsecuente diferenciacion tal y como se ha reportado '%¢ . Otra posibilidad es que estos
precursores bajo condiciones de entrenamiento se diferencien directamente a DCs. Lo
anterior pudiera tener repercusiones en el fendmeno de entrenamiento inmune innato en las

DCs derivadas de estos pre-DCs reclutados en el contexto de entrenamiento.
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De manera interesante se demostré que la doble estimulacién con CTB in vivo incrementa
significativa los pre-DCs reclutados a piel y no asi los monocitos precursores de InfDCs. Esto
es relevante ya que podria dar indicio sobre la capacidad diferencial en el reclutamiento de
precursores de DCs condiciones de entrenamiento, lo cual pudiera estar asociado a la

capacidad de estos precursores de adquirir caracteristicas de entrenamiento in vivo.

La migracién diferencial de precursores de DC a piel podria ser explicado por 2 mecanismos.
En el primero estaria asociado a una mayor expresion de quimio atrayentes para pre-DCs
como FLT3-L y no para monocitos. El segundo mecanismo podria estar asociado a un
entrenamiento de los precursores de DCs que a su vez podrian incrementar la expresion de
los receptores de Quimocinas como FLT3 y por lo tanto migren de manera mas eficiente a
la piel. Aunque estos mecanismos podrian no ser mutuamente excluyentes, es evidente que
la CTB tiene la capacidad de inducir caracteristicas de entrenamiento en DCs ademas
reclutar a sus precursores en piel.

Esta capacidad de reclutamiento de pre-DCs ha sido explorada por Idoyaga y colaboradores
utilizando FLT3-L en conjunto con estimulos activadores de DCs en tumores de melanoma
murino para eficientar el control antitumoral mediado por las DCs'?’. Considerando esto, la
CTB adquiere relevancia en modelos de inmunizacion para controlar el crecimiento tumoral,
ya que es capaz de activar a las DCs y reclutar sus precursores. Ademas, que la capacidad
hiper-inflamatoria de las células entrenadas con CTB podria revertir los fendmenos de

inmunosupresion inducidos por las células tumorales.

Otra caracteristica del entrenamiento inmune innato es la reprogramacion metabdlica que
sufren las células después de entrenarse. Los datos de este trabajo indican que los subtipos
de DCs CD11b+ e InfDCs, sufren una transicidon metabdlica determinada por un incremento
en la expresion de enzimas glucoliticas como LDH, la cual es una enzima clave de la
glucolisis y que ademas se ha descrito se sobre expresa en células entrenadas®.

Las micrografias demuestran que en la piel dicha transicion metabdlica es transitoria, ya que
14 dias después de la estimulacion con CTB, la expresion de LDH ya no es evidente en las
DCs. De igual manera las micrografias revelan que la re-estimulacion in vivo con CTB
reestablece el fenotipo glucolitico. Esto sugiere fuertemente que, en el periodo de descanso
del entrenamiento, existe un abatimiento glucolitico mediado por el control transcripcional de

las enzimas involucradas como la LDH. De igual manera las imagenes sugieren que la doble
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estimulaciéon con CTB en piel incrementa tanto las DCs que expresan LDH, asi como la
intensidad de expresion de dicha enzima.

Es interesante que en LN a diferencia de la piel no se abate la expresion de LDH en las DCs,
probablemente asociado a un flujo constante de DCs migratorias con fenotipo entrenado
adquirido en piel. Donde esta migracion de células entrenadas podria generar el
reclutamiento y diferenciacion de precursores, asi como el mantenimiento del microambiente
inflamatorio. De igual forma este fendmeno de mantenimiento del estado glucolitico podria
estar asociado a la caracteristica hipoxica del LN, lo que favoreceria el fenotipo glucolitico
de las células entrenadas mediante la estabilizacion de HIF1-a. Cabe mencionar que se ha
descrito que las células entrenadas activan HIF1-a para inducir y sostener dicho estado
metabolico'™. Lo anterior adquiere relevancia si se considera que es en LN en donde las

DCs ejercen su funcién en la induccion de la respuesta inmune adaptativa.

Este trabajo también demuestra la capacidad de las DCs entrenadas para mejorar una
caracteristica funcional intrinseca como lo es la expresion de moléculas de co-estimulacion,
especificamente CD86. Los resultados indican que en piel la expresion CD86 no incrementa
cuando las DCs entrenadas con CTB son re-estimuladas in vivo. En contraste, la doble
estimulacién in vivo mantiene la expresiéon de CD86 en proporciones equiparables a la
expresion temprana asociada a la activacion del entrenamiento clasico. Cabe sefialar que
es en esta condicién en donde se presenta el pico maximo en la expresion de dicha molécula
de co-estimulacion. Asi mismo los datos demuestran que una sola estimulacion en el
entrenamiento prolongado con CTB es suficiente para que las DCs mantengan la expresion
de CD86 por encima del control negativo. Esto sugiere fuertemente que la induccion de
entrenamiento innato en DCs impacta en su funcion como APCs, lo que conlleva un papel

importante en la diferenciacion y funcionalidad de linfocitos T.

Es importante mencionar que la cinética de expresion de CD86 en células con un fenotipo
entrenado es desconocida y los resultados sugieren que las DCs entrenadas y re-
estimuladas in vivo con CTB no sobre expresan dicha molécula de co-estimulacién al menos
en la piel. De manera interesante se observa que bajo condiciones de activacion al dia 1 con
CTB, solamente en las cDCs (CD11b+ y CD103+) se mantiene la expresiéon de CD86 por
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encima de los niveles basales, lo que sugiere que este entrenamiento impacta
exclusivamente en cDCs.

En contraste con lo anterior, es claro que la maxima expresion de CD86 en LN es a los 14
dias post inoculacion en DCs CD11b+ e InfDCs, siendo las DCs CD11b+ las que retienen la
expresion de dicha molécula en niveles comparables a los demas tratamientos. En contraste
en las DCs CD103+ se aprecia que la doble estimulacion tiene un efecto agonista en la
expresion de CD86.

En conjunto los datos acerca de la expresion de CD86 en DCs migratorias de ganglio
linfatico drenante sugieren fuertemente que el entrenamiento inmune innato inducido con
una estimulacién con CTB impacta de manera positiva y diferencial en la expresion de
moléculas de co-estimulacion en al menos 3 subtipos de DCs: las CD11b+, las CD103+ y
las InfDC.

Considerando que CD86 es una de las moléculas que participa en la presentacion
antigénica, seria interesante determinar la expresion de CD40 bajo el entrenamiento
generado por la CTB. Inclusive se podria evaluar la expresion de moléculas que regulan de

manera negativa la presentacion de antigeno como lo es PD-L1.

De igual manera estos resultados en la piel abren la posibilidad de evaluar si la induccién de
entrenamiento inmune innato impacta en otras caracteristicas asociadas con el
procesamiento y presentacion de antigeno. Los resultados demuestran que la impronta
generada con la CTB como estimulo entrenador en DCs impacta directamente en su
funcionalidad. Este impacto, de manera interesante es mas evidente en ganglio con una

segunda estimulacion in vivo.

Este trabajo documenta por primera ocasion la importancia de la re-estimulacion con
adyuvantes y su impacto en las células presentadoras de antigeno profesionales como las
DCs las cuales son capaces de incrementar la expresion de TNFo y CD86 en el érgano
donde cumplen su funcién de inductoras de la respuesta inmune adaptativa.

De igual manera los datos de este trabajo demuestran que la CTB como estimulo entrenador
también impacta en el reclutamiento de precursores de DCs tanto pre-DCs como pre-InfDCs
en el sitio de inoculacion. Siendo los primeros los que incrementan de manera sustancial en
un contexto de re-estimulacion in vivo indicando que el entrenamiento tiene un impacto

directo en dichos precursores. De tal forma que, si este entrenamiento repercute en la
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impronta de los precursores reclutados al sitio de inoculacion, existe la posibilidad que esta
impronta perdure en cada ronda de proliferacion que tenga el precursor entrenado,
estableciendo un tipo de memoria inmunoldgica no candnica asociada a los precursores de
las células innatas.

De manera general este trabajo amplia el panorama sobre el mecanismo de accion de los
adyuvantes y su relacion con la induccion de una respuesta inmune eficaz. Sefalando que
estas moléculas también podrian inducir caracteristicas de entrenamiento inmune innato en
un contexto fisiolégico. En donde el impacto de estas caracteristicas en las células tanto del
componente innato como del adaptativo podria ser clave en el desarrollo de estrategias de

inmunizacioén eficientes y duraderas.

CONCLUSIONES.

En conjunto los resultados de este trabajo permiten concluir que la CTB induce
caracteristicas de entrenamiento inmune innato en los 3 subtipos de células dendriticas
evaluadas en piel de raton. Esto determinado por un incremento en la expresion de
TNFa que a su vez se asocia con una transicion metabdlica hacia la via glucolitica en estas
DCs.

Nuestros datos también demuestran que este entrenamiento impacta en el reclutamiento de
DCs tanto en la piel, asi como en el ganglio linfatico drenante, en donde se pueden encontrar
DCs migratorias con fenotipo entrenado. Adicionalmente, encontramos un incremento de
DCs en piel, el cual esta asociado a un incremento en el reclutamiento de precursores de
DCs clasicas y de monocitos inflamatorios.

Finalmente, los resultados también permiten concluir que el entrenamiento inmune innato
impacta de manera positiva en la expresion de moléculas de co-estimulacion tanto en la piel
y ganglio linfatico drenante lo cual podria tener un efecto importante en la activacion de

linfocitos T “Naive” por parte de las DCs (Figura 14).
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Figura 14. Modelo propuesto para la induccion de entrenamiento innato en DCs de la piel mediado por la CTB.

La inoculacién intradérmica con CTB induce caracteristicas de entrenamiento inmune innato en DCs CD11b+y CD103+
asi como InfDCs. Dicho entrenamiento se evidencia con una segunda estimulacion mediante un incremento en la
expresion de moléculas efectoras como TNF-a y CD86. Asi mismo la CTB como estimulo entrenador induce una
transicion metabdlica en las DCs hacia la glucolisis aerobia, determinada por la expresion de LDH. En este ambiente de
entrenamiento inmune innato inducido por la CTB, también se induce el reclutamiento de pre-DCs los cuales ante una
segunda estimulacion incrementan de manera significativa. Por ultimo las caracteristicas de entrenamiento inmune innato
inducidas por la CTB en el sitio de inoculacion, son también evidentes en las DCs migratorias en los nédulos linfaticos

drenantes de dicho sitio.

monocitos
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PERSPECTIVAS.

Si bien este trabajo aporta elementos importantes para afirmar que las DCs pueden adquirir
un fenotipo de entrenamiento inmune innato, también da pauta para determinar si este
fenotipo impacta en la expresion de otras citocinas asociadas clasicamente a este fendmeno
como IL-6 e IL-1pB, asi como citocinas asociadas a la diferenciacién de linfocitos T como IL-
23 e INF—y.

De igual manera, es importante realizar un estudio metabdlico mas amplio en las DCs
entrenadas, asi como un estudio epigenético para determinar si en efecto este fenotipo de
entrenamiento esta determinado por una impronta epigenética adquirida con el estimulo
entrenador. Asi mismo resulta importante determinar si lo observado con estimulos analogos

se reproduce con estimulos heterologos.

ANEXO |

ESTRATEGIA DE ANALISIS DE POBLACIONES DE DCS Y SUS PRECURSORES.

250K 250K

200K 200K
< 150K < 150K
Q 3 5
100K 100k]

SOK:

ELEEERESY o S
0 1 100 16* 10° 01?108 18 10° ot 10
<Hoechst-A>: Viabilidad <PerCP-A>: Lin

o 0+
0 50K 100K 150K200K250K 0 50K 100K150K200K250K
FSC-A FSC-A

3,

mDCs

a

rDCs DCs

g

<PE-Texas Red-A>: CD11c
w

2

o 10

L —
o 100 10t 10
<PE-Texas Red-A>: CD11¢

l mDCs
10°
eCuenta Celular -
*|MF CD86
«IMF TNF-a. o
0

- e e

v
¢DCs CD103+ <DCs CD11b+ InfDCs

Figura 15. Estrategia de analisis para la caracterizacion de DCs en piel y ganglio linfatico.

Se eliminaron las particulas pequefias (debris) utilizando los parametros de complejidad (SSC-A) y tamafio (FSC-A),

seguido de la poblaciéon de células en funcién de SSC-A y FSC-A, se consideraron eventos sencillos basados en los

parametros de altura (FSC-H) y area (FSC-A). Posteriormente se seleccionaron las células CD45+ Vivas(marcadas con
Hoechst), seguido de la poblacion linaje negativa ( CD3, CD19,CD49b y TER119), de esta se obtuvieron las células MHC-

11+ y las células MHC-I1+CD11c+ denominadas DCs, a partir de esta poblacién en funcién de la expresion de CD11b,

CD103 y Ly6C se obtuvieron 3 poblaciones distintas: DCs CD11b+ ( CD11b+,Ly6C-), DCs CD103+ (CD103+,CD11b-) e 61
InfDCs (Ly6C+,CD11b+). En ganglio linfatico se siguio la misma estrategia a excepcion de la poblacion de DCs en donde

en funcién de la expresion de MHC-II se delimitaron dos poblaciones de DCs migratorias mDCs (CD11c alto, MHC-II alto) y
residentes rDCs (CD11c alto y MHC-II intermedio.
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Figura 16. Estrategia de analisis para la caracterizacion de Pre-DCs en piel y ganglio linfatico.

En piel y ganglio se eliminaron las particulas pequenas (debris) utilizando los parametros de complejidad (SSC-A) y tamafio
(FSC-A), seguido de la poblacién de células en funcién de SSC-A y FSC-A, se consideraron eventos sencillos basados en los
parametros de altura (FSC-H) y area (FSC-A). Posteriormente se seleccionaron las células CD45+ Vivas (marcadas con
Hoechst), seguido de la poblacién linaje negativa (CD3, CD19, CD49b y TER119). A partir de esta poblacién se seleccionaron
las células CD11c+ MHC-II- seguidas de la poblacion positiva para FLT3 y SIRP«a a la que se denominé Pre-DCs. De las
células doble negativas para MHC-II yCD11c se delimito la poblacion con expresion de intermedia a alta de Ly6C y positiva
para CD11b, considerada precursora de InfDCs.
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