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RESUMEN

Antecedentes: La inmunidad entrenada, un tipo de memoria inmune del sistema
inmune innato, se distingue por una produccion de citoquinas incrementada ante
una estimulacién antigénica secundaria. La vacuna BCG induce inmunidad
entrenada mediante mecanismos epigenéticos, metabolicos y autofagia. La
vitamina D induce la autofagia, sin embargo, se desconoce su rol en el

entrenamiento inmune de células humanas.

Objetivo: Comparar la produccion de citoquinas TNF-a e 1L-6 en monocitos/
macréfagos humanos entrenados con BCG o -glucano (BG) con y sin suplemento

de 10,25-dihidroxivitamina D3 (VD).

Meétodos: Se sometid los monocitos aislados de donantes sanos a un protocolo de
entrenamiento in vitro con BCG o RG, y se suplementd con VD (10nM o 100nM)
al dia 0 o dia 6. Al dia 7, se aislaron los sobrenadantes para analisis de citoquinas

TNF-a e IL-6 por ELISA.

Resultados: La produccion de citoquinas de células suplementadas solo con VD
aumento significativamente a la reestimulacion (p<0.05). Aunque no se pudo
determinar si la VD modula la produccion de citoquinas de células entrenadas, se

observa una tendencia inhibitoria para RG y potenciadora para BCG.

Conclusiones: 1a,25-dihidroxivitamina D3 induce un fenotipo de inmunidad
entrenada y posiblemente potencia la induccion por BCG e inhibe a BG in vitro.
El uso de la vitamina D en la inmunidad entrenada constituye un potencial blanco
terapéutico de enfermedades infecciosas cronicas, inflamatorias y autoinmunes.

PALABRAS CLAVE: Inmunidad Innata, Vitamina D, Vacuna BCG



ABSTRACT

Background: Trained immunity, a type of immune memory of the innate immune
system, is distinguished by an increased cytokine production upon secondary
antigenic stimulation. The BCG vaccine induces trained immunity through
epigenetic, metabolic mechanisms and autophagy. Vitamin D induces autophagy,

however its role in the immune training of human cells is unknown.

Objective: To compare the production of TNF-a and IL-6 cytokines in human
monocytes / macrophages trained with BCG or 3-glucan (8G) with and without

la,25-dihiydroxyvitamin D3 (VD) supplementation.

Methodology: Monocytes isolated from healthy donors underwent an in vitro
training protocol with BCG or RG, and were supplemented with VD (10nM or
100nM) on day 0 or day 6. On day 7, the supernatants were isolated for cytokine

analysis (TNF-a and IL-6) by ELISA.

Results: The cytokine production of cells supplemented only with VD increased
significantly upon restimulation (p <0.05). Although it could not be determined
whether VD modulates the production of cytokines in trained cells, an inhibitory

trend for RG and a potentiating trend for BCG was observed.

Conclusions: 1a,25-dihydroxyvitamin D3 induces a phenotype of trained
immunity and possibly potentiates induction by BCG and inhibits G in vitro. The
use of vitamin D in trained immunity constitutes a potential therapeutic target for

chronic infectious, inflammatory and autoimmune diseases.

KEYWORDS: Innate Immunity, Vitamin D, BCG Vaccine



INTRODUCCION

Inmunidad entrenada: definicion y mecanismos inmuno-metabdlicos

La clasica dicotomia entre la inmunidad innata y adaptativa sobre la incapacidad
de la primera a generar memoria inmunolégica ha sido desafiada por multiples
observaciones: la proteccion frente a la reinfeccion de organismos sin sistema
inmune adaptativo (plantas e invertebrados) o el efecto protector heterélogo de
vacunas, incluso independientemente de linfocitos T o B (1,2)

Los mecanismos protectores durante la reinfeccion o proteccion cruzada requieren
que el sistema inmune innato se encuentre altamente activado. Los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), como los receptores tipo Toll o tipo NOD, son
un ejemplo del reconocimiento innato de patdgenos; y de esta primera interaccion
varia la respuesta innata consecutiva. Luego del primer encuentro con el patdgeno
se desarrolla un tipo de memoria inmunolégica en células inmunes innatas que se
denomina inmunidad entrenada. Esta se define como una respuesta incrementada
a una estimulacion secundaria que pudiera ser al mismo u otro agente. Este tipo de
inmunidad involucra componentes del sistema inmune innato como células NK,
monocitos, macréfagos, PRRs y citoquinas; es inespecifica; no es mediada por
reordenamientos genéticos, sino por remodelacion epigenética. Se trata de un
estado funcional alterado de las células inmunes innatas que persiste por meses
después de eliminado el estimulo inicial. (1,3)

Los principales mecanismos asociado al desarrollo de inmunidad entrenada son la
reprogramacion epigenética y metabdlica. (1) Las modificaciones epigenéticas
asociadas incluyen cambios en la organizacion de la cromatina a nivel de histonas

(metilacion: H3K4m3 y H3K4mel, acetilacién: H3K27). Ademas, los RNA



largos no codantes (IncRNAs) funcionan transportando metiltransferasas
asociadas a genes clave en la induccién de inmunidad entrenada. El incremento en
la accesibilidad de la cromatina, acetilacion de histonas y reclutamiento de la
RNA polimerasa Il resultan de la activacion masiva de la expresion de genes,
cientos de veces mas que los niveles basales, en corto tiempo. Esta activacion es
mediada por el reclutamiento de factores de transcripcion (NF-kB, AP-1y
miembros de la familia STAT) a promotores y potenciadores (enhancers) génicos
premarcados con factores de transcripcion de la familia PU.1. (1,4) Tras retirar el
estimulo primario, un grupo de potenciadores latentes mantienen la modificacion
de histonas y propicia una activacion mas fuerte tras un estimulo secundario. (1,5)
Por otro lado, la glicdlisis aerébica provee de los metabolitos celulares que
propician el entrenamiento de monocitos. La expresion de genes que codifican
enzimas involucradas en la glicdlisis también se encuentra incrementada,

principalmente por la via Akt-HIF1la-mTOR. (6)

Evidencias epidemioldgicas y clinicas de inmunidad entrenada

Varios estudios epidemioldgicos en el campo de la vacunacion han provisto de
evidencia del entrenamiento inmune en humanos. Ademas del establecimiento de
una memoria inmune especifica, las vacunas presentan efectos no especificos y
heter6logos, es decir, proteccion cruzada contra otros patégenos. Ensayos
randomizados de vacunas contra la tuberculosis y sarampion estan asociadas a una
reduccidn significativa de la mortalidad infantil. (2) La BCG se ha asociado a
respuestas incrementadas en la produccion de citoquinas como IL-1p, IL-6, TNF-

a € IFN-y tras una estimulacion heterdloga (con otra cepa o especie). (7) Estas



observaciones pueden estar relacionadas a la reactividad cruzada del

entrenamiento del sistema inmune innato por modificaciones epigenéticas. (8)

Inmunomodulacion mediada por la vitamina D

La forma activa de la vitamina D, 10,25-dihidroxivitamina D3, ademas de su rol
fundamental en la homeostasis del calcio y fésforo, constituye un importante
regulador del sistema inmune. (9-11) Esta vitamina tiene una asociacion
protectora con enfermedades autoinmunes como la enfermedad intestinal
inflamatoria (Ell). (9) Es capaz de modular varias células del sistema inmune:
monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos T y B; de manera que,
regula tanto la inmunidad innata como la adaptativa. Las células mencionadas
expresan enzimas activantes de la vitamina D, lo cual recalca el rol de esta
vitamina en la homeostasis del sistema inmune.

En este sentido, la deficiencia de vitamina D esta asociada a una mayor
susceptibilidad de infecciones cronicas y enfermedades autoinmunes. (10) La
deficiencia de la vitamina D o polimorfismos en el receptor de vitamina D (VDR)
han sido asociados por varios estudios a una mayor susceptibilidad y progresion a
tuberculosis activa. (11-15). Mediante la sefializacion por su receptor (VDR),
actia como factor de transcripcién que activa elementos génicos que conforman
promotores de catelicidina, un péptido antimicrobiano requerido para la accién
intracelular contra M. tuberculosis. (16,17)

Un estudio reportd que en individuos con una incrementada susceptibilidad a
tuberculosis presentaban bajos niveles séricos de 25-hidroxivitamina D y una
induccién ineficiente de la transcripcion de catelicidina. Asimismo, se demostrd

que la activaciéon de TLR de macr6fagos humanos regulaban al alta la expresion



de genes del receptor de vitamina D y de la vitamina D-1-hidroxilasa, lo cual
inducia catelicidina y la destruccion intracelular de M. tuberculosis. (18)

Por otro lado, la evidencia clinica sobre el uso preventivo de la vitamina D en
tuberculosis es contradictoria. Un ensayo clinico realizado en nifios en Mongolia
encontrd que la suplementacion de vitamina D no redujo el riesgo de infeccion o
enfermedad por tuberculosis (TB). (19) Un ensayo randomizado de doble ciego,
con una muestra de 192 adultos y tras un seguimiento de 6 semanas, se reporto
gue una dosis Unica de 2.5 mg de vitamina D incrementa significativamente la
habilidad de la sangre total de restringir el crecimiento de la micobacteria. (20)
Otro estudio realizado en Guinea-Bissau, que realizé el seguimiento de 281
pacientes con TB por 12 meses desde el inicio del tratamiento antituberculoso,
intervino con 100 000 IU de colecalciferol al iniciar el enrolamiento y 5-8 meses
después de iniciado el tratamiento. Concluyeron que la vitamina D no mejoraba el
cuadro de TB y ejercia ningun efecto en la mortalidad de los pacientes, no
obstante, posiblemente la dosis haya sido insuficiente. (21) Un estudio en modelo
animal hallé que la vitamina D mejoraba la funcion inmune de ratones
inmunosuprimidos al estimular la proliferacion de células Ty elevar la
produccion de IL-2 a una dosis de 6 1U/g. (22)

Al no existir un consenso general sobre la utilidad de la vitamina D en la
prevencion de infecciones, nuestro estudio busca evaluar los efectos de esta

vitamina en la inmunidad entrenada.

Aplicacion de la inmunidad entrenada en el disefio de vacunas o coadyuvantes
La potenciacion de la vacunacién en situaciones de epidemia o en paises con alta

endemnicidad de enfermedades infecciosas 0 en pacientes con inmunodeficiencias



constituye un potencial &mbito de aplicacion para la inmunidad entrenada. Dado
que, mejorar la respuesta inmune de células innatas puede optimizar la
consecuente respuesta adaptativa a vacunas clasicas en sanos o pacientes
inmunocomprometidos, la inmunidad entrenada podria desempefiar un rol critico

en el disefio de coadyuvantes 0 mejoramiento de esquemas de vacunacion. (23)

NOD2 y Autofagia: convergencia entre la vitamina D y la inmunidad entrenada
La inmunidad entrenada inducida por BCG requiere de la activacion de NOD2
(24) y de la autofagia. (25) La vitamina D estimula la expresion de NOD2 (26) e
induce la autofagia en macrdfagos, promueve la maduracion de autofagosomas en
dependencia de catelicidina, restringe la supervivencia de las micobacterias. (27)
Al converger en estas vias, se hipotetiza que la vitamina D tenga un rol en la
induccién o modulacion de la inmunidad entrenada. La regulacion de este tipo de
inmunidad seria critica para limitar su rol perjudicial en la patogénesis de
condiciones inflamatorias o autoinmunes, preservando la potenciacion de
funciones microbicidas en enfermedades infecciosas como la tuberculosis, que se
caracterizan por un inadecuado control inicial por parte de las células innatas. Por
lo tanto, nuestro estudio plantea evaluar el rol de la vitamina D en la actividad

funcional de monocitos/macréfagos entrenados con BCG.

OBJETIVO
Comparar la produccion de citoquinas (TNF-a, IL-6) en monocitos/macréfagos,
entrenados con BCG o B-glucano (3G), con y sin suplemento de 1a,25-

dihidroxivitamina D3 (VD)



MATERIALES Y METODOS

Disefio de estudio

Modelo in vitro de entrenamiento inmune con BCG o RG en células humanas e
inmunoensayos para medir comparativamente la produccién de citoquinas.
Participantes

Se reclut6 10 voluntarios sanos, contactos directos, bajo los criterios de inclusion:
a) Individuos sanos, b) Edades 18-59 afos; y criterios de exclusién: a) individuos
con PPD positivo, antecedente de VIH, tuberculosis 0 HTLV-1, b) Gestantes, c)
Individuos que cursen con una enfermedad sistémica, d) Individuos vacunados en
los ultimos 3 meses.

Los voluntarios eran sanos y no recibian suplemento de vitamina D. No se
determino el nivel sérico previo de 25-hidroxivitamina-D en los individuos
reclutados.

Definicion operacional de variables

Se definieron las siguientes variables: 1) Concentracion de citoquinas, variable
dependiente cuantitativa-continua, de razon; definida operacionalmente como
concentracion en pg/mL y conceptualmente como respuesta a estimulacion
secundaria. 2) Estimulacion inicial, variable independiente cualitativa, nominal;
definida operacionalmente como estimulacion con BCG o RG y conceptualmente
como estimulo primario (en el dia 0) e inductor conocido de inmunidad entrenada.
3) Suplementacién con VD, variable independiente cualitativa, nominal; definida
operacionalmente como suplementacion con 1a,25-dihidroxivitamina D3 a una
dosis de 10nM o 100nM y conceptualmente como suplemento de

inmunomodulador.



Procedimiento

Convocatoria a participantes
Se recluto 10 participantes voluntarios sanos, contactos directos: 7 para toma
de muestra de sangre periférica y 3 donantes de buffy coat.

Extraccion de sangre periférica
Se extrajo sangre venosa periférica y se recolect6 en tubos vacutainer
heparinizados.

Aislamiento de PBMCs
Las celulas mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se separaron por
centrifugacion en gradiente de densidad en Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich).

Conteo celular
Se realiz6 el conteo celular para ajuste de concentraciones en placa de cultivo
con z1 Coulter Particle counter (Beckmann Coulter) o con hemocitometro.

Preparacién de medio de cultivo completo para monocitos
Se usd medio de cultivo completo a 37°C para los sucesivos procedimientos.
Consiste en RPMI 1640 Dutch-modified con glutamato (2mM), piruvato
(ImM) y gentamicina (50pg/ml) (Thermo-Fisher).

Aislamiento de monocitos humanos
Se aislaron monocitos por centrifugacion en gradiente de Percoll (Sigma-
Aldrich) o por seleccion negativa con beads magnéticos con el kit Pan
Monocyte Isolation (Miltenyi Biotec). Se llevd la suspension celular en medio
de cultivo completo a una concentracion de 108 células/mL y se afiadié 100 pL
por pocillo en una placa de 96 pocillos (10° células/pocillo). Se incubé por 1h a

37°C para aislar los monocitos adherentes.



Tratamiento con /a,25-dihidroxivitamina D3 (VD)
En el dia 0, los monocitos se cultivaron en RPMI completo a 37°C, 5% COzq,
por 24 horas en 10% de suero humano. Se cultivo un grupo de células con
1a,25-dihidroxivitamina D3 (Sigma-Aldrich) a dos concentraciones: 10nM o
100nM. Como solvente (vehiculo) para la solucion de VD se usé etanol al
95%; la concentracion final de etanol no excedio 1% (v/v) en el medio de
cultivo. EI grupo control se incub6 sin VD, con RPMI y el vehiculo.
Se incubd al dia 6 con dosis de 10nM o 100nM de VD a otros dos grupos de
monocitos/macrofagos entrenados que no recibieron suplemento de VD al dia
0. Se incubd por 30 minutos, previo a la estimulacion secundaria con LPS.
Modelo de entrenamiento in vitro inducido por BCG
El dia 0 se afiadi6 RPMI 10% suero (control negativo) o BCG (5 pg/ml, SSI) o
R-glucano (1 pg/mL, Candida albicans). Se incub6 por 24 horas a 37°C.
Luego, el sobrenadante se deseché y se reemplazo con RPMI fresco 10%
suero. Al dia 3 se refresco el medio de cultivo RPMI completo con 10% suero.
Al dia 6 de incubacion, el sobrenadante fue descartado y las células fueron
estimuladas con E. coli LPS (10 ng/mL) o RPMI como control negativo
durante 24 horas adicionales. Al dia 7, los sobrenadantes se aislaron a -20°C.
Ensayo de citoquinas
Los sobrenadantes almacenados a -20°C. Luego, se midié la concentracién de

citoquinas (TNF-a e IL-6) mediante ELISA (R&D, DuoSet).

Aspectos éticos
El presente estudio ha usado monocitos aislados de adultos voluntarios sanos bajo

consentimiento informado aprobado por el Comité de Etica UPCH. (Anexo 1).



Plan de analisis

Se incluyeron muestras de 6 participantes en el analisis comparativo de
produccién de citoquinas por células suplementadas solo con 1a,25-dihidroxi-
vitamina D3; no se incluyé los datos de 3 muestras en el analisis de citoquinas por

células entrenadas por defecto en los estimulos iniciales (BCG y RG).

Se compar0 la produccion de citoquinas de un mismo donante, bajo diferentes
estimulos. Los resultados se presentan en las tablas y graficos de barras que
representan la mediana y rangos intercuartiles. Dado que la produccién de
citoquinas es no paramétrica, se compar6 medianas entre grupos pareados —con y
sin suplemento de 1a,25-dihidroxivitamina D3- con la prueba estadistica
Wilcoxon. Se uso el software GraphPad Prism v 8.2.1. Valores p < 0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.

El tamafio de muestra fue calculado mediante el programa G*Power (v.3.1.9.3).
Usando data de estudios previos de entrenamiento inmune con BCG, se calcul6 un
poder del 80% y un nivel de significancia del 95% para demostrar una diferencia
de 1000 pg/ml con desviacién estandar 500 pg/mL para la diferencia de medias de
produccion de citoquina TNF-a de las células suplementadas con 1a,25-dihidroxi-
vitamina D3 en comparacion a aquellas sin este suplemento. Con estos
parametros, una muestra de 5 participantes permite detectar como

estadisticamente significativas, diferencias iguales 0 mayores a las propuestas.



RESULTADOS

1a,25-dihidroxivitamina D3 suplementada al dia 0 induce un incremento en
la produccidn de citoquinas proinflamatorias, sin estimulo inicial BCG o RG
Ante la estimulacion secundaria (LPS), la mediana de produccion de citoquinas
IL-6 y TNF-a aument6 en monocitos suplementados solo con 1a,25-dihidroxi-
vitamina D3 (VD) al dia 0. La diferencia fue estadisticamente significativa para
IL-6 con VD 100nM: 1581 pg/mL (IQR = 1308 — 1888) vs 638.6 pg/mL (sin VD,
IQR = 307.5 - 1060), p=0.0312; y para TNF-a con VD 10nM: 558.4 pg/mL (IQR
=421.1-918.9) vs 209.2 pg/mL (sin VD, IQR = 122.2 - 381.3), p=0.0312; y a
100nM: 1042 pg/mL (IQR =615.9 — 1550) vs 209.2 pg/mL (sin VD, IQR = 122.2

- 381.3), p=0.0312. (TablalA, Figura 2)

1a,25-dihidroxivitamina D3 suplementada al dia 6 en la produccion de
citoquinas proinflamatorias, sin estimulo inicial BCG o RG

Ante la estimulacion secundaria (LPS), se observa una ligera disminucion en la
produccion de citoquinas en presencia de 1a,25-dihidroxivitamina D3 (VD)
aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa al comparar la
produccién de IL-6 con 10nM VD: 605.3 pg/mL (IQR = 306.9 — 730.2) vs 638.6
pg/mL (sin VD, IQR = 307.5 — 1060), p = 0.3125; 0 100nM VD: 530.4 pg/mL
(IQR= 175.6 — 768) vs 636.6 pg/mL (sin VD, IQR = 307.5 — 1060), p = 0.8438;
ni para la produccion de TNF-a con 10 nM VD: 225.6 pg/mL (IQR =116.4 -
298.2) vs 209.2 pg/mL (sin VD, IQR = 122.2-381.3), p=0.4375; 0 100 nM VD:
199.1 (IQR = 132.1 — 400.8) vs 209.2 (sin VD, IQR = 122.2-381.3), p=0.8438.

(Tabla 2A, Figura 3)
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1a,25-dihidroxivitamina D3 suplementada al dia 0 en la produccion de
citoquinas proinflamatorias en monocitos entrenados con BCG.

Al comparar monocitos entrenados con BCG sin y con suplemento de 1a,25-
dihidroxivitamina D3 (VD) al dia 0 no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas para la mediana de produccién de IL-6 con VD 10nM: 950.6 pg/mL
(IQR =906.8 — 982) vs 824.9 pg/mL (sin VD, IQR =813.8 — 1453), p>0.999; o
100nM: 702 pg/mL (IQR = 687 — 1433) vs 824.9 pg/mL (sin VD, IQR = 813.8 —
1453), p=0.25. En la mediana de produccion de TNF-a se observa un incremento
en presencia de VVD; no obstante, las diferencias no son estadisticamente
significativas con 10nM: 371.7 pg/mL (IQR = 338.3 — 949.6) vs 321.7 pg/mL (sin
VD, IQR = 250.8 - 794.1), p=0.25; 0 100nM: 405 pg/mL (IQR = 392.5 — 1146) vs

321.7 pg/mL (sin VD, IQR = 250.8 - 794.1), p=0.25. (Tabla 1B, Figura 4)

1a,25-dihidroxivitamina D3 suplementada al dia 0 en la produccion de
citoquinas proinflamatorias en monocitos entrenados con RG.

La produccidn de citoquinas de monocitos entrenados con -glucano (BG) es
menor en células suplementadas con 1a,25-dihidroxivitamina D3 (VD) al dia 0 a
una dosis de 10nM, la mediana de produccion de IL-6 es 742 pg/mL (IQR =702 —
1087) vs 2042 pg/mL (sin VD, IQR = 1546 — 2793), aunque no estadisticamente
significativo (p=025). Dicha diferencia no se observa a una dosis de 100nM: 2305
pg/mL (IQR =808.2 — 2922) vs 2042 pg/mL (sin VD, IQR = 1546 — 2793),
p>0.99. En cuanto a la produccién de TNF-«, solo a una dosis de 10nM se
observo una disminucion: 321.7 pg/mL (IQR = 296.7 — 1383) vs 1255 pg/mL (sin
VD, IQR = 880 — 1942), p=0.25; y no a 100 nM: 1563 (IQR = 1553 — 1601) vs

1255 pg/mL (sin VD, IQR =880 — 1942), p=0.75. (Tabla 1C, Figura 5)
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1a,25-dihidroxivitamina D3 suplementada al dia 6 en la produccion de
citoquinas proinflamatorias en monocitos entrenados con BCG.
la,25-dihidroxivitamina D3 (VD) suplementada al dia 6, en células entrenadas
con BCG, provocé un incremento de IL-6 a una dosis de 10nM: 1087 pg/mL (IQR
=450.6 — 1765) vs 824.9 pg/mL (sin VD, IQR = 813.8 — 1453), p=>0.99; y
100nM: 1253 pg/mL (IQR = 936.3 — 3119) vs 824.9 pg/mL (sin VD, IQR = 813.8
— 1453), p=0.25; aunque no fue estadisticamente significativo. Por otro lado, la
mediana de produccion de TNF-a tuvo un incremento, no estadisticamente
significativo, con VD 10nM: 375.8 pg/mL (IQR = 75.8 — 794.1) vs 321.7 pg/mL
(sin VD, IQR = 250.8 - 794.1), p=>0.99; y a una dosis 100nM: 513.3 pg/mL (IQR

= 146.7 — 642.2) vs 321.7 pg/mL (sin VD, IQR = 250.8 - 794.1), p=>0.99. (Tabla
2B, Figura 6)

1a,25-dihidroxivitamina D3 suplementada al dia 6 en la produccion de
citoquinas proinflamatorias en monocitos entrenados con RG.

El efecto observado sobre R-glucano es opuesto al notado con BCG. La mediana
de produccion de IL-6 es menor con 1a,25-dihidroxivitamina D3 (VD) a 10 nM:
1388 pg/mL (IQR = 796.9 — 1851) vs 2042 pg/mL (sin VD, IQR = 1546 — 2793),
p=0.25; 0 100 nM: 1308 pg/mL (IQR = 1005 — 2088) vs 2042 pg/mL (sin VD,
IQR = 1546 — 2793), p=0.25. Similar observacién se da para TNF-a, en que la
mediana de produccién se redujo en los grupos suplementados con 10nM VD:
921.7 pg/mL (IQR =830 — 1327) vs 1255 pg/mL (sin VD, IQR = 880 — 1942),
p=0.25; 0 100nM VD: 775.8 pg/mL (IQR =588.3 — 1216) vs 1255 pg/mL (sin
VD, IQR =880 — 1942), p=0.25; no obstante, las diferencias encontradas no

fueron estadisticamente significativas. (Tabla 2C, Figura 7)
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DISCUSION

En el presente estudio comparamos el efecto de la suplementacion de 1a,25-
dihidroxivitamina D3 en monocitos cultivados in vitro bajo diferentes parametros.
El modelo experimental de entrenamiento inmune ha sido ampliamente
caracterizado, siendo la BCG y el R-glucano, los inductores méas conocidos
(28,29). Asimismo, el aumento de produccién de citoquinas proinflamatorias a la
reestimulacion con LPS es una caracteristica principal del fenotipo de células
innatas entrenadas. Se analiz6 el efecto Unicamente de 1a,25-dihidroxivitamina
D3 en la produccién de citoquinas a la re-estimulacién al dia 6 y se observé un
aumento significativo, lo cual propone la posibilidad que 1a,25-dihidroxivitamina
D3 tenga capacidad de inducir inmunidad entrenada, y si ello depende de la dosis
administrada. Es poco probable que esta observacion sea producto de un efecto
proliferativo de esta vitamina sobre los monocitos dado que ejercié un efecto
diferente en el modelo de entrenamiento con BCG o 3-glucano (figura 1). Este
hallazgo seria congruente con la hipétesis que 1a,25-dihidroxivitamina D3, en
interaccién con vias como la autofagia y NOD2, pueda inducir un fenotipo de
inmunidad entrenada. Asimismo, se ha encontrado que 1a,25-dihidroxivitamina
D3 tiene efectos a nivel epigenético, especificamente modificando las histonas
H3K4me3 y H3K27ac (30) que son importantes marcadores epigenéticos para la
inmunidad entrenada. (1,5) Ademas, el resultado encontrado en nuestro estudio
constituye una relevante prueba de principio que amerita analizar a futuro el
efecto de 1a,25-dihidroxivitamina D3 en el inmuno-metabolismo de los
monocitos/macréfagos, y particularmente su impacto en vias metabdlicas

esenciales para el desarrollo del fenotipo entrenado: glicdlisis, ciclo de los acidos
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tricarboxilicos con replecion de fumarato y la via del mevalonato. (31) En
estudios transcriptomicos se ha visto que los genes asociados a estas vias
metabolicas aumentan su expresion tras el tratamiento in vitro con 1a,25-
dihidroxivitamina D3 (32). Por tanto, el presente trabajo da paso a investigar
mediante estudios metabolémicos y epigenomicos la capacidad de 1a,25-

dihidroxivitamina D3 para inducir la inmunidad entrenada.

En la suplementacién de 1a,25-dihidroxivitamina D3 al dia 0, se encontraron
resultados opuestos en la produccion de citoquinas en monocitos entrenados con
BCG comparado al inducido por B-glucano. Aungue no se observo algun efecto
significativo sobre la produccion de IL-6 por monocitos entrenados con BCG, la
produccién de TNF-a aumento. Este resultado podria explicarse por induccion de
NOD?2 y autofagia mediada por 1a,25-dihidroxivitamina D3; ya que estos
mecanismos son necesarios para el desarrollo de inmunidad entrenada
especificamente por BCG. Ello también podria respaldar por qué cuando 1a,25-
dihidroxivitamina D3 es suplementada al dia 6 no se observo el mismo efecto
inhibitorio sobre el fenotipo de las células entrenadas con B-glucano. En el caso de
la BCG se hipotetiza que 1a,25-dihidroxivitamina D3 tiene un efecto potenciador
de inmunidad entrenada que merece ampliar el tamafio muestral de este estudio e
incluir métodos como microscopia fluorescente para demostrar la activacion de la
autofagia y como inmunoprecipitacion de cromatina para evidenciar

remodelamiento epigenético.

Por otro lado, la produccion de citoguinas fue consistentemente menor en
monocitos entrenados con R-glucano y suplementados con 1a,25-

dihidroxivitamina D3 tanto al dia 0 como al dia 6. Aunque las diferencias no
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fueron estadisticamente significativas, esta observacion es congruente con la
capacidad antiinflamatoria de 1a,25-dihidroxivitamina D3, especificamente
reduciendo la expresion de dectina-1 (33), que es un receptor crucial para el
reconocimiento de 3-glucano y sefializacién de la respuesta proinflamatoria de

macrofagos. (34)

Estudios previos in vitro han evaluado el efecto de 1a,25-dihidroxivitamina D3
tras 24h de la exposicion inicial y han evidenciado consistentemente una accion
antiinflamatoria. (35) Nuestro estudio difiere en que 1a,25-dihidroxivitamina D3
se suplement6 al dia 0 y se evidencid un fenotipo similar al de células entrenadas.
Sin embargo, el escenario anterior fue evaluado en nuestro estudio al exponer a
las células a 1a,25-dihidroxivitamina D3 en el dia 6 y se encontraron hallazgos
coherentes con los estudios previos tanto para las condiciones sin estimulo inicial
0 con B-glucano como estimulo primario (figura_ 3y 7). Pese a que los resultados
no fueron estadisticamente significativos, se plantea que estos podrian
confirmarse al aumentar el tamafio muestral pues se observa una tendencia
congruente con el perfil antiinflamatorio de 1a,25-dihidroxivitamina D3 que se ha
observado en estudios de varias lineas celulares, PBMCs y monocitos. (34-36)
Como mecanismos se proponen la disminucion de la expresion del TLR2, TL4,
p38 y p42/42 fosforilado, transductor de sefial fosforilado, activador de

transcripcion 5y disminucion de especies reactivas de oxigeno. (35)

En este sentido, se plantea que 1a,25-dihidroxivitamina D3 es un potencial
inductor y modulador de inmunidad entrenada por lo que amerita ampliar el
presente estudio e incluir otros métodos para dilucidar los mecanismos que

subyacen a estos dos perfiles aparentemente opuestos. Se hipotetiza que la
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vitamina D, via NOD2 y autofagia, tenga la capacidad de inducir inmunidad
entrenada y potenciar la induccion por BCG; y que via inhibicion de la expresion

de dectina-1, se inhiba el efecto del 3-glucano.

Asimismo, se requieren estudios in vivo para demostrar si la suplementacién de
vitamina D produce un fenotipo de inmunidad entrenada o potencia el efecto de la
administracion de BCG en individuos sanos evaluando cambios epigenéticos. Por
otro lado, es necesario investigar si la inhibicion del receptor de vitamina D o en
pacientes con deficiencia de esta vitamina existe defectos en la induccién de

inmunidad entrenada por BCG para poder corroborar nuestra hipotesis.

En cuanto a los efectos observados sobre el modelo de entrenamiento con 3-
glucano, 1a,25-dihidroxivitamina D3 constituye un potencial candidato a
regulador de inmunidad entrenada en situaciones donde puede actuar de forma
adversa a la salud, propiciando patologias inflamatorias, aterosclerosis via LDL
oxidado (37) o autoinmunidad (38). Amerita explorarse en futuras investigaciones
como aprovechar la capacidad de 1a,25-dihidroxivitamina D3 de inhibir los
patrones inflamatorios exacerbados de inmunidad entrenada dado que este
mecanismo pudiera explicar su asociacion protectora contra infecciones crdnicas
—aquellas mediadas por una respuesta exagerada del huésped—, enfermedades

inflamatorias y autoinmunes.

Las limitaciones del estudio radican principalmente en el reducido tamafio
muestral que dificulta responder con adecuado poder estadistico. Ademas, siendo
un estudio in vitro no es posible hacer una inferencia directa a los efectos in vivo
dado que los monocitos de sangre periférica circulan por tiempo limitado hasta

migrar a tejidos especificos donde se desarrolla en macréfagos. No obstante, el
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fenotipo desarrollado por monocitos circulantes influye en la diferenciacion a
macrofagos puesto que el entrenamiento implica remodelamiento epigenético. Por
otro lado, nuestro estudio solo ha evaluado una de las caracteristicas de la
inmunidad entrenada: la produccién incrementada de citoquinas. Sin embargo,
para concluir que 1a,25-dihidroxivitamina D3 efectivamente induce el
entrenamiento de monocitos se requieren comprobar cambios epigenéticos y

metabdlicos.
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CONCLUSIONES

En este estudio, demostramos que la suplementacion de 1a,25-dihidroxivitamina
D3 produce un patrén de produccion de citoquinas semejante al fenotipo de
inmunidad entrenada in vitro. Con la ampliacion del tamafio muestral, podria
comprobarse los efectos de 1a,25-dihidroxivitamina D3 sobre el entrenamiento in
vitro por BCG y B-glucano. Los efectos moduladores de 1a,25-dihidroxivitamina
D3 en la inmunidad entrenada constituyen un potencial blanco terapéutico y

preventivo de enfermedades infecciosas cronicas, inflamatorias y autoinmunes.
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TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS

Tabla 1: Mediana (y rangos intercuartiles) de produccion de citoquinas TNF-a

e IL-6 (pg/mL) con la suplementacion de 1a,25-dihidroxivitamina D3 al dia 0

(A) Solo 1a,25-dihidroxivitamina D3 (VD)

RPMI (VD-) VD10nM Valorp VvD100nM  Valorp

638.6 1230 1581
L6 (3075-1060) (791.8-1597) 90925 (1308_1888) 00312
209.2 558.4 1042
TNF-a 1999 3813) (4211-9189) C9%1% (6159_1550) ©-0312

(B) Estimulo 1°: BCG

RPMI (VD-) VD10nM Valorp VvD100nM  Valorp

824.9 950.6 702.0

L6 (g138_1453) (006.8-982) O  (eg7_1433 02
3217 371.7 405.0
TNF-a  oo0g 7941) (3383-9496) ©02°  (3025-1146) O2°

(C) Estimulo 1°: B-glucano

RPMI (VD-) VD10nM Valorp VvD100nM  Valorp

2042 742.0 2305
IL-6 (1546_2793) (702-1087) %%  (gos.2_2022) O
N 1255 321.7 025 1563 075

(880 - 1942)  (296.7 — 1383) (1553 — 1601)

*Valores p de la comparacion de medianas: condicion VD 10nM o 100nM vs

condicion VD- (sin vitamina D, solo RPMI + vehiculo), Wilcoxon.
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Tabla 2: Mediana (y rangos intercuartiles) de produccion de citoquinas TNF-a

e IL-6 (pg/mL) con la suplementacion de 1a,25-dihidroxivitamina D3 al dia 6

(A) Solo 1a,25-dihidroxivitamina D3 (VD)

RPMI (VD-) VD10nM Valorp VvD100nM  Valorp

638.6 605.3 530.4
L6 (3075-1060) (306.9-7302) 312 (1756-768) 08438
209.2 225.6 199.1
TNF-a 1999 3813) (116.4-2982) 9437 (1321-4008) O848

(B) Estimulo 1°: BCG

RPMI (VD-) VD10nM Valorp VvD100nM  Valor p

824.9 1087 1253

L6 (g138-1453) (450.6-1765) O (0363-3119) O
321.7 375.8 513.3
TNF-a@ 9508 7041) (75.8-7941) 099 (1a67-6a22) 099

(C) Estimulo 1°: B-glucano

RPMI (VD-) VvD10nM Valorp VvD100nM Valor p

2042 1388 1308

L6 (1546-2703) (796.9-1851) °%°  (1005-2088) O
1255 921.7 7758

TNF-@ g0 1042) (830-1327) 0%  (s883-1216) O

*Valores p de la comparacion de medianas: condicion VD 10nM o 100nM vs

condicion VD- (sin vitamina D, solo RPMI + vehiculo), Wilcoxon.
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Figura 1: Produccion de citoquinas a la reestimulacién con LPS en monocitos
con o sin suplemento de Ia,25-dihidroxivitamina D3 al dia 0 y 6, bajo diferentes

estimulos.
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Figura 2: Produccidn de citoquinas a la reestimulacion con LPS en monocitos

suplementados con Ia,25-dihidroxivitamina D3 al dia 0, sin estimulo primario

BCG 0 RG (N=6)
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Figura 3: Produccion de citoquinas a la reestimulacion con LPS en monocitos

suplementados con Ia,25-dihidroxivitamina D3 al dia 6, sin estimulo primario

BCG 0 RG (N=6)

[IL-6] pg/mL

Dia 6. Suplementacién con 1q,25-dihidroxivitamina D3 (VD)

15004

1000

5001

0-

IL-6

TNF o
500+

400

T

N w
[=] o
o o
1 1

T

[TNFo] pg/mL

100+

[E

RPMI 1% EtOH

VD 10nM

VD 100nM RPMI 1% EtOH VD 10 nM VD 100nM

LPS

LPS

27



Figura 4: Produccion de citoquinas a la reestimulacién con LPS en monocitos
suplementados con Ia,25-dihidroxivitamina D3 al dia 0, con estimulo primario

de BCG (N=3)
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Figura 5: Produccidn de citoquinas a la reestimulacién con LPS en monocitos
suplementados con Ia,25-dihidroxivitamina D3 al dia 0, con estimulo primario

de RG (N=3)
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Figura 6: Produccion de citoquinas a la reestimulacion con LPS en monocitos
suplementados con la,25-dihidroxivitamina D3 al dia 6, con estimulo primario

de BCG (N=3)
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Figura 7: Produccion de citoquinas a la reestimulacion con LPS en monocitos
suplementados con Ia,25-dihidroxivitamina D3 al dia 6, con estimulo primario

de BG (N=3)
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