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1. RESUMEN

Las  celulas  dendriticas  (DCs)  son  c6lulas  presentadoras    de  antigenos  (CPA)  y

conectan  la  respuesta  inmune  innata  y  adaptativa.  Tienen  la  capacidad  de  inducir

inmunidad   o   tolerancia   a   antfgenos   que   fueron   capturados   desde   el   ambiente,

procesarlos y presentarlos a  linfocitos T,  los  que  median  posteriormente  el  desarrollo

de la respuesta immune.

Durante las enfermedades autoinmunes y especificamente en la artritis reumatoide

(AR),  las DCs captan  antfgenos del organismo y los presentan a linfocitos T CD4+ en

un   contexto   inflamatorio.   Previamente   se   ha   descrito   autoantigenos   capaces   de

producir  este  tipo  de  respuesta§,  como  el  colageno  tipo  2,   la  vimentina  y  p6ptidos

citrulinados  del  fibrin6geno,  entre  otros.  Sin  embargo,  no  se  conoce  en  detalle  que

antfgeno en particular es necesario para el inicio de la respuesta autoinmune y para su

mantenci6n /.n v/.vo.

En  el  presente trabajo  se  separaron fracciones de f[uido  sinovial  (FS)  extraido  de

pacientes  con  AR  mediante  cromatografia  de  intercambio  ani6nico  y  se  evalu6  su

idoneidad   como  fuente   de  autoantigenos   para   la   carga   de  DCs   maduradas  con

monofosfori]  lrpido A  (MPLA),  a  partir de  monocitos  de  sangre  periferica  de  pacientes

con AR.  Se  observaron  fracciones de  FS  ricas  en  inmunoglobulinas  (lgs) capaces  de

inducir  una  respuesta  funcional  en  linfocitos  T  CD4+,  lo  que  se  observa  como  un

incremento  en  la  producci6n  de  lFN-y.  IL-17 y  proliferaci6n  celular,  cuando  estos  son

co-cultivados   aut6logamente   con   DCs   estimuladas   con   dichas   fracciones.   Estos

resultados sugieren que las inmunoglobulinas (lgs) pueden ser un antlgeno promisorio

para la carga de DCs tolerogchicas para el tratamiento de AR.



2. ABSTRACT

Dendritic cells are antigen-presenting cells that have the role of linking adaptive and

innate  immune  responses.  They  have  the  ability  to  induce  tolerance  or  immunfty  to

antigens that were previously captured from the environment, processed and presented

to  CD4+ T lymphocytes, which  then  control  the  development of the  adaptive  immune

response.

During   autoimmune  diseases,   including   rheumatoid   arthritis   (AR),   DCs  capture

antigens  from  the  organism  and  present them  to  auto-reactive  T  lymphocytes  in  an

inflammatory  context.  Several  auto-antigens  that  produce  this  kind  of  response  have

been previously described  like type 2 collagen, vimentin and citrullinated  peptides from

fibrinogen, amongst others.  However, the antigen that triggers the immune response or

the perpetuation of the disease has not been fully described.

ln this work, synovial fluid  (FS) obtained from  inflamed joints from AR patients  was

separated  using  anionic  exchange  chromatographic  approach  and  was  tested  as  a

source   of   auto-antigens   to   load   DCs   generated   ex   vivo   from   peripheral   blood-

monocytes  and  matured  with  monophosphoryl  lipid-A  (MPLA)  from  patients  with  AR.

The   results   showed   that  there   are   various   fractions   of  FS  that  are   enriched   in

immunoglobulin (1g) able to induce a functional response on T CD4+ lymphocytes and  it

was observed  like  an  increased  production of IFN-g and  lL-17 and cellular proliferation

when they were cultivated with auto]ogous MPLA-DCs pulsed with said fractions. These

results suggest that 1g might be a promissory auto-antigen for the loading of tolDCs as

a possible cell therapy for the treatment of AR.



3.  INTRODUCC16N

3.1 Artritis Reumatoide

La  AR  es  una  enfermedad  autoinmune  asociada  a  incapacidad  progresiva,

complicaciones sistemicas y milerfe temprana que afecta a aproximadamente el 1 % de

la poblaci6n  mundial y tiene altos costos socioecon6micos  (Firestein, 2003). Aunque la

causa de la enfermedad es desconocida, se cree que esta es multifactorial e involucra

factores gen6ticos,  ambientales  y azarosos.  Grandes  avances se  ham  realizado  para

encontrar una  cura para  la  enfemedad,  sin  embargo,  las  terapias  actuales tienen  un

elevado  costo  y  no  logran  hacer que  los  pacientes  entren  a  un  estado  de  remisi6n

sintomatica  constante,  la  cual  es  alcanzada  parcialmente  en  algunos  casos  con  una

administraci6n farmacol6gica prolongada en el tiempo, por lo cual su tratamiento sigue

siendo  un desafio. Asimismo,  se trata de una patolog[a que  inhabilita a  los  pacientes,

con tasas de mortalidad que son mss elevadas que en individuos sanos, debido a que

la probabilidad de padecer enfermedades cardiovasculares y otras complicaciones son

mas altas.

La AR esta caracterizada principalmente por la inflamaci6n de las articulaciones

y  la  infiltraci6n  de  celulas  del  sistema  inmune,  auto-reactivas  hacia  antigenos  de  la

cavidad  sinovial  del  enfermo,  la  destrucci6n  del  cartilago  y  hueso  articular  y  otros

des6rdenes  sistemicos.  El  diagn6stico  actual  se  relaciona  con  la  presencia  de  altos

niveles  de  anticuerpos  anti  peptidos  citrulinados  (ACPA)  y  de factor reumatoldeo,  un

anticuerpo capaz de reconocer inmunoglobulina G en el suero del paciente. Aiinque el

primero tiene alta sensibilidad diagn6stica,  no todos los pacientes poseen altos niveles

de este, mientras el segundo no es exclusivo para la AR (Aletaha y co/„ 2010).



Estudios en gemelos  han demostrado que existe  una gran  concordancia  de  la

enfermedad, la que alcanza hasta un 30% en gemelos del tipo monocig6tico y tan solo

un   5%   en   gemelos   dicig6ticos   (MacGregor  y  co/.,   2000).   Por  otro   lado,   analisis

gen6micos han demostrado que genes codificantes para proteinas participantes en   el

sistema  inmune estan  estrechamente correlacionados  con  la  enfermedad.  Entre estos

casos,  uno  de  los mas  reconocidos y estudiados es  el  locus del  antfgeno leucocitario

humano (HLA) DRB1, en el cual se ha demostrado la existencia de alelos que codifican

un  motivo  conservado  de  aminoacidos  (QKRAA),  al  cual  se  le  dio  el  nombre  del

epitopo  compartido,  y  que  confieren  una  particular  susceptibilidad  a  sus  portadores

para  contraer AR  (Gregersen y co/„  1987).  Este  hecho,  sumado  a  la  participaci6n  de

celulas presentadoras de antrgenos (CPA) y de linfocitos T especificos con  una mayor

afinidad  por p6ptidos  afines al epitopo  compartido  en  la  articulaci6n  (Klareskog y co/„

1982),  sugieren  que la selecci6n  de  un  subtipo de  linfocitos T en  particular,  la  afinidad

por ciertos peptidos y una presentaci6n mss efectiva de estos, tienen un rol importante

en   el  desbalance   de   la   inmunidad  adaptativa  observada   en   la   patogenia   de   las

enfermedades autoinmunes y en particular de la AR.  Por otro lado,  desbalances en  la

regulaci6n de la sefializaci6n de celulas inmunes a trav6s de factores  de transcripci6n

como  el  NF-KB    y  polimorfismos  en  proteinas  de  activaci6n  funcional  de  linfocitos  T

CD4+,  coma  CTLA-4 y  PTPN22,  se  han relacionado tambi6n  con  la  enfermedad,  por

ejemplo,  y se  cree  que  son factores  muy  importantes  para  su  desarrollo  (Begovich y

00/. , 2004).

Avances  en  gen6mica,  aplicada  al  estudio  de  distintas  enfemedades,  han

permitido la identificaci6n y relevancia de cada uno de estos factores, lo que da cuenta

de la contribuci6n en conjunto de pequefias variables para dar comienzo a la patologia.



Sin   embargo,   las   baj.as   probabilidades   de   estos   contribuyentes   los   hace   pobres

marcadores para el diagn6stico.

Existen  factores  ambientales  de  riesgo  que  otorgan  susceptibilidad  a  contraer

AR.  Entre ellos, el mas importante es el tabaquismo  (Symmons y co/.,1997). Diversos

estudios centrados en estudiar descriptivamente la asociaci6n entre tabaquismo y AR,

dieron  cuenta  de  posibles  mecanismos moleculares en  la  aparici6n  de la enfermedad

ACPA  positiva,  y  ademas,  concluyeron  que  este  factor  no  era  preponderante  en  la

aparici6n   de   la   enfemedad   en   los   pacientes   que   no   presentaban   este   tipo   de

anticuerpos (Padyukov y co/., 2004). Ademas, se observ6 que el desarrollo de la AR en

fumadores ocurria principalmente en pacientes con polimorfismos en el HLA-DR (Lee y

co/.,  2007).  Debido  a  estos  hallazgos,  se  propuso  un  modelo  que  daba  cuenta  de  la

importancia de una modificaci6n post-traduccional en proteinas para el desarrollo de la

enfermedad  ACPA  positiva,  en  donde  el  reemplazo  de  arginina  por  citrulina,  en  un

proceso   mediado   por  la   enzima   peptidil-arginin   deiminasa   (PAD),   en   el   caso   de

individuos fumadores, se vela exacerbada en el pulm6n  (L6fdahl y co/., 2006). Cuando

el  pulm6n  entra  en contacto  con  el  humo  u otras sustancias  inflamatorias  se  produce

una  act.ivaci6n  de  macr6fagos  que  secretarian  altos  niveles  de  PAD.  Esto  producirla

citrulinaci6n  de protefnas  (Makrygiannakis y co/.,  2008),  las  cuales  §erian  capturadas

por  CPA  y  presentadas  en  moleculas  del  complejo  principal  de  histocompatibilidad

(MHC) con gran eficiencia, debido a la afinidad aumentada entre este tipo de p6ptidos

y el epitopo compartido (Hill y oo/., 2003).  Esto llevarfa a la activaci6n de las celulas T y

a,  lo  que  eventualmente  desencadenaria  la  fomaci6n  de  complejos  inmunes  en  la

cavidad   sinovial   de   las   articulaciones   de   pacientes,   luego   que   este   presente   el

fen6meno de  citrulinaci6n  no  especifica (Makrygiannakis y co/.,  2006).  Esta  evidencia



sugiere que la carga y el tipo de antigenos presentados por las moleculas MHC de las

CPA   tienen   un   papel   fundamental   en   el   desarrollo   de   diversas   enfemedades

autoinmunes.

3.2 C6lulas Dendriticas

Las   celulas   dendriticas    (DCs)   son    CPA   capaces   de   presentar   sefiales

potencialmente  nocivas  a  los  linfocitos  T  CD4+.  Se  dice  que  son  el  nexo  entre  la

respuesta  inmune  innata  y  adaptativa  y  son  las  encargadas  de  regular  la  fuerza,

calidad y el tipo de respuesta immune (Merad y co/., 2012,  Ueno y co/., 2007).

Las  DCs  pueden  ser clasificadas  segtin  su  linaje:  plasmocitoides  o  mieloides.

Las  DCs  plasmocitoides  se  caracterizan  por  secretar  alias  cantidades  de  interferon

(lFN) de tipo  I,  citoquina  relacionada  con la eliminaci6n  de  pat6genos virales debido a

la caracteristica de esta molecula.  Por otro lado,  las de on.gen mieloide presentan alta

expresi6n de los receptores de tipo "Toll" ITLR) y maduran fapidamente al encontrarse

con  alguna   de  estas   sefiale§   activadoras,   lo  que  produce  su   migraci6n   hacia   los

linfonodos  mss cercanos  (Ziegler-Heitbrock y co/.,  2010).  Este subtipo  celular tambi6n

presenta altos niveles de la integrina CDllc en su superficie y son la§ mss abLindantes

en los 6rganos linfoides secundarios (Asselin-Paturel y co/., 2005, Rekis y co/., 2010).

En su estado inmaduro, las DCs se ubican en sectores que generalmente esfan

expuestos  a  patogenos,  como  lo  son  la  piel o  mucosa§ del organismo.  Es  ahi  donde

reconocen sefiales patog6nicas o del sistema inmune innate, que ha sido previamente

expuesto  a  microbios y luego decodifican  la  informaci6n  para  entregarla  a  celulas del

sistema   inmune   adaptativo   (Pulendran   y  co/.,   2001).   Para   que   esto   ocurra,   es

imperante  que  las  DCs  sufran  un   proceso  de  maduraci6n,  el  cual  ocurre  tras  el



reconocimiento de antfgenos patogenicos a traves de TLRs en su superficie o dominios

de oligomerizaci6n nucleotldica (NOD), capaces de reconocer patogeno§ intracelulares

(lwasaki and Medzhitov, 2004, Steinman y co/., 2002). Durante este proceso aumentan

su  motilidad  hacia  linfonodos secundarios,  estructuras especializadas en  el desarrollo

de  respuestas  inmunes y en  el que  ocurre  la  presentaci6n  antigenica  (Trombetta  and

Mellman, 2005), aumentan su expresi6n del receptor CCR7, el cual tiene como ligando

la  quimioquina  CCL19,  la  cual otorga  motilidad  hacia  los linfonodos  (Tang  and  Cyster,

1999),  la expresi6n  de  moleculas co-activadoras como  CD40  (Caux y co/.,1994),  co-

estimuladoras como CD80 y CD86 y su secreci6n de citoquinas pro-inflamatorias como

TNF-c(,  IL-12,  IL-6  e  lL-23,  entre  otras  (Heufler y co/.,1996).  Por otro  lado,  las  celulas

aumentan  su  tamafio,  emiten  largas  prolongaciones  citoplasmaticas  y disminuyen  su

capacidad de captura y procesamiento antigenico.  Cuando las DCs maduras alcanzan

el linfonodo,  presentan  el ant[geno  capturado a linfocitos T virgenes induci6ndoles un

fenotipo  efector (Trombetta  and  Mellman,  2005,  van Vliet y co/..  2007).  Para  que  las

DCs  sean  capaces  de  comunicar sefiales  a  los  linfocitos  T CD4+  y  que  en  estos  se

produzca  una  activaci6n,  deben  existir tres  tipos  de  sefiales  (Gisbergen,  2005):  i)  la

presentaci6n de un antigeno unido al MHC y el reconocimiento de este complejo par el

receptor  antigenico  de  linfocitos  T  (TCR);   ii)  la   interacci6n  entre  moleculas  de  co-

estimulaci6n   de   las   DCs   con   mol6culas   de   superficie   en   el   Iinfocito   T,   y   iii)   la

sefializaci6n, a trav6s de citoquina§ secretadas por las DCs, en el linfocito T CD4+.  En

la  Figura  1  se  observa  un  esquema  de  la  sinapsis  inmunol6gica,  proceso  en  el  cual

toman contacto  las  DCs y los  linfocitos T,  y que es mediado  por interacciones de  las

moleculas    indicadas    previamente    y    en    donde    se    gatillan    diversas    seFiales

intracelulares.



Figura  1  Sinapsis  lnmunol6gica:  La  activaci6n  de  los  linfocitos T CD4+  por parte  de
las c6lulas presentadoras de antigenos  (CPAs) requiere de 3 sefiales.  La primera serial
es   el   reconocimiento   antigenico   a   trav6s   de   la   interacci6n   MHC/peptido-TCR.   La
segunda seiial es  la  interacci6n entre  moleculas  co-estimuladoras y  la tercera seFlal es
la generada a traves de citoquinas secretadas por la CPA.



3.3 C6Iulas Dendriticas y Tolerancia

Ademas  de  orquestar  respuestas  agresivas  e  inflamatorias  contra  potenciales

pat6genos, las DCs estan encargadas de coordinar los procesos de tolerancia central y

periferica en el organismo.  La tolerancia central es el evento que educa a los linfocitos

T en  el momento  de su genesis para  reaccionar de una  manera  controlada en  contra

de sefiales del mismo organismo y ocurre en el timo.  En este proceso, las DCs y otras

CPAs  de   la   medula   timica   presentan   un   repertorio   extenso   de   p6ptidos   que   se

encuentran naturalmente en el cuerpo a pre-linfocitos T,  los cuales son seleccionados

segtin su afinidad por el complejo MHC-peptido (Apostolou y co/„ 2002). Por otro lado,

en la tolerancia periferica, las  DCs captan y procesan antigenos en la periferia. que no

son reconocidos como peligrosos y los transportan a lo§ linfonodos secundarios, donde

producen    inducen    una    hipo-respuesta   en   aquellos    linfocitos    reactivos    a   estos

antlgenos,  o  bien,  direccionan  la  diferenciaci6n  de  linfocitos  T  virgenes  a  un  perfil

regulador (Chen y co/.,  2003),  capaces de secretar lL-10.  Este  proceso  esfa en  parte

determinado por el balance de citoquinas que producen las DCs, en el que la cantidad

de   citoquinas   anti-inflamatorias   supera  con   creces   la   cantidad   de   citoquinas   pro-

inflamaton.as.    Es   de   esta   manera,    que   las    DCs   que   reconocen   p6ptidos   no

inmunog6nicos secretan mayores niveles de TGF-B e IL-10 y menores niveles de lL4.

IL-6,  lL-12 e  lL-23,  que su contraparte  madura.  Por otro  lado,  los  n.Iveles de expresi6n

de moleculas de co-estimulaci6n son mss bajos que en  las DCs maduras. Que ambos

procesos de tolerancia,  central y periferica,  esten  controlados por las  DCs,  se conoce

gracias  a  que  ratones  a  los  que  se  les  han  removido  estas  c6lulas,  presentan  una

p6rdida  de  tolerancia  y  desarrollan  enfermedades  autoinmunes  fatales.  (Ohnmacht y

co/.,  2009).  De esta manera,  la  respuesta que tend fan  la§  celulas del sistema  inmune



adaptativo  es  altamente  dependiente  del  tipo  de  estimulo  que  estas  reciban  de  las

DCs.

3.4 Diferenciaci6n Linfocitaria

La    respuesta    inmune    adaptativa    esta    mediada    pn`ncipalmente    por    dos

mecanismos: la respuesta inmune humoral, controlada por linfocitos a, diferenciados y

generados en la medula 6sea de los vertebrados; y la respuesta inmune celular, la cual

esta  controlada  por linfocitos  T  CD8+  y  CD4+,  generados  en  el  timo.  Los  linfocitos  T

CD4+  a  T  "helper  (Th)  juegan   un   rol  importante  en  el  desarrollo  de  respuestas

inmunes   o   de   tolerancia,   una   vez   han   sido   diferenciados   a   distintos   subtipos,

caracterizados  por un patron  diferencial de expresi6n  de citoquinas y por la expresi6n

de  factores  de  transcripci6n  especfficos.  Estos  linfocitos  tienen  un  rango  bastante

amplio de funcionamiento,  como  son  la  activaci6n  de  linfocitos  8,  celulas  del sistema

inmune innato o en la supresi6n de respuestas inmunes, en un proceso activo llamado

tolerancia.

EI  proceso  inicial  para  la  diferenciaci6n  de  los  linfocitos Th  es  la  exposici6n  al

complejo  MHC-p6ptido  presentado  por las  CPAs,  ademas  de  la  interacci6n  de  CD28

con  su  respectivos  ligandos,  CD80  y CD86.  Este  fen6meno  genera  la  activaci6n  del

TOR-CD3,  como  tambi6n  de  CD28,   lo  que  conlleva  la  activaci6n  de  cascadas  de

sefializaci6n   que   desencadenan   proliferaci6n   celular  y   diferenciaci6n   a   c6lulas   T

efectoras  especificas.  El  fenotipo  adquirido  por  las  celulas  emergentes,  depende  del

microambiente de citoquinas, el tipo de CPA que haya presentado el antfgeno e incluso

su  concentraci6n  (Ashkar,  2000).  La  diferenciaci6n  hacia  el  subtipo  de  linfocitos  Thl

esta mediada  principalmente por las citoquinas lL-12 e  lFN-v. (Giorgio y co/.,  2003),  las

cuales son  secretadas  por las  DCs  o  las  celulas  NKT (lwa§aki  and  Medzhitov,  2004,
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Trinchieri and Sher, 2007). Este subtipo celular se caracteriza por la secreci6n de lFN-v

y la expresi6n del factor transcripcional Tbet, el cual ademas de propiciar la  producci6n

de esta citoquina, inhibe la diferenciaci6n hacia los linajes Th2 y Thl7 (Lazarevic y co/.,

2010,  Lugo-Villarino  y  co/.,  2003).  Inicialmente  se  creia  que  este  perfil  era  el  que

controlaba  los  mecanismos  que  subyacen  a  la  AR.   Sin  embargo,  el  hallazgo  que

report6 su  rol inhibidor del perfil inflamatorio Thl 7 da claras sefiales de que existiria un

rol protector en algunas enfermedades autoinmunes.

EI  perfil  Th2  es  propiciado  por  las  citoquinas  lL4  e  lL-2  y  es  el  perfil  que

controla la erradicaci6n de infecciones parasitarias.  El factor transcripcional STAT6 es

sobre expresado  en  estos  linfocitos  en  respuesta a lL4,  Io que  hace que aumente  la

expresi6n  del factor transcripcional  caracteristico  del  perfil  GATA3  (Mark y co/.,  1996,

Zhu  y co/„  2001).  Este  factor  transcripcional  inhibe  la  diferenciaci6n  a  linfocitos  Thl

debido a una interacci6n con Tbet,  lo que le otorgaria  un  rol protector en el control de

algunas enfemedades autoinmunes (Zhu y co/., 2005).

Por   otro    lado,    Ias    citoquina§    lL-6.    IL-21,    lL-23    y    TGF-8    controlan    la

diferenciaci6n  de  linfocitos  T  virgenes  hacia  el  perfil  Thl7  y  su  factor transcripcional

principal  es  el  receptor hu6rfano-T  asociado  al  receptor de  acido  retinoico  (RORv-T,

por sus  siglas  en  ingles)  (Mangan  y  co/.,  2006,  Veldhoen  y co/.,  2006,  Volpe y co/.,

2008).   Este   subtipo   celular   secreta   lL-17A   e   lL-17F,   las   cuales   son   altamente

inmunog6nicas  y  se  cree  que  controla  enfermedades  autoinmunes  como  la  AR  o  la

esclerosis sistemica (van Hamburg y co/., 2011, Wilke y co/„ 2011 ).

Finalmente,  los  linfocitos  T  reguladores  inducidos  (iTregs)  Son  linfocitos  que

expresan el factor tran§cripcional FoxP3 y altos nivele§ del receptor de lL-2, CD25.  En
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contraste con los linfocitos T reguladores naturales (nTregs),  los iTregs se generan en

los  6rganos linfoides secundarios  una vez que han  recibido  un estimulo antig6nico  por

parfe  de  iDCs.  La  citoquina  TGF-B  e   lL-2  son  esenciales  en   la  diferenciaci6n   de

linfocitos  T  vfrgenes  a  este  subtipo  celular,  el  cual  es  el  principal  responsable  de

controlar posibles eventos de autoinmunidad que ocurren en el organismo (Chen y co/„

2003,  Li y co/., 2007).  FoxP3, al ser el factor de transcripci6n que controla los cambios

celulares hacia este fenotipo es crucial para la sobrevida, ya que se ha observado que

ratones    KO    para    este    factor    transcripcional    desarrollan    autoinmunidad    fatal,

correlacionado  con  una  disminuci6n  en  la  cantidad  de  iTregs  (Yagi  y co/.,  2004).  Los

altos niveles de CD25,  molecula que le otorga la  capacidad de captar la citoquina  lL-2

del medio, compitiendo favorablemente por esta con otros perfiles inflamatorios para su

proliferaci6n,   la secreci6n de la citoquina anti-inflamatoria lL-10 por parte de un subtipo

de Tregs y la expresi6n  CTLA4,  una  mol6cula de superficie capaz de  competir como

ligando  por las  moleculas  co€stimuladoras presentes en  las CPAs,  hace a  este perfil

linfocitario especialmente efectivo  para  controlar eventos en  los que se desconoce "lo

propio" y se desarrollan reacciones autoinmunes exacerbadas.

En  la  Tabla  1  se  resumen  las  caracter[sticas  de  algunos  de  los  subtipos  de

linfocitos T CD4+ en cuanto a su secreci6n de citoquinas,  su expresi6n de factores de

transcripci6n especlficos y su potencial  rol en  la  homeostasis del  organismo mediante

el control de pat6genos o prevenci6n de autoinmunidad.
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Tabla  1  Subtipos  de  linfocitos  T  CD4+.  Se  detallan  distintos  tipos  de  linfocitos  T

CD4+  junto  con  las  citoquinas  que  secretan,  su  factor transcripcional  maestro  y  su

principal  funci6n  en  el  organismo  y  posibles  patogenias  asociadas  a  su  incorrecto

funcionamiento

Subtipo de                    Citoquinas                    Factor                            Funci6n en
]infocito cD4               secretadas                   Transcripcional          homeostasis del

Th2                     lL4,  lL-5, lL-9 GATA3
Eliminaci6n de
parasitos
extracelulares,
reacciones

Treg                   lL-25, TGF-P FoxP3
Responsables de la
tolerancia contra el
organismo y
antigenos extemos.
Relacionados a
algunos tipos de
cancer
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3.4 Antigenos en Artritis Reumatoide

La  AR  es  considerada  una  enfermedad  autoinmune  tipica.  Sin  embargo  los

autoantfgenos    que    inician,    controlan    y    perpettlan     la    enfermedad    no    estan

completamente descritos.  Existe evidencia creciente que  los  p6ptidos que han  sufrido

una  modificaci6n  post-traduccional  llamada  citrulinaci6n  podrian  ser  los  causantes  de

gatillar la autoinmunidad  (Eggleton y co/., 2008).  Esta observaci6n esta estrechamente

relacionada   a   la   observaci6n   de   ACPAs   (anticuerpos   anti   peptido§   citrulinados),

capaces de reconocer un residuo de citrulina flanqueado por algtln residuo neutro en la

cadena  peptidica  (Sebbag  y  co/.,  2006),  en  un  gran  porcentaje  de  los  pacientes  y

concuerdan  con  la  relaci6n  que  existe  entre  la  depleci6n  de  linfocitos  a  mediante

terapias  biol6gicas  y  la  disminuci6n  de  la  inflamaci6n  en  el tejido  sinovial  (Edwards y

oo/.,  2004).  Lamentablemente,  las  formas  en  que  estos  linfocitos  8  especificos  para

peptidos   citrulinados   llegan   a   activarse   no   estan   dilucidadas   totalmente.   Existen

diversas protelnas que sufren el proceso de citrulinaci6n y que son reconocidas por los

ACPAs,  entre  las  cuales  se  encuentran  la  filagrina,  expresada  en  celulas  epiteliales,

vimentina,   colageno  tipo   I   y  11,  enolasa,  fibrina  e  incluso  algunas  protefnas  virales,

como EBNA-1  (Kinloch y co/„ 2004, Masson-Bessiere y co/.. 2001, Pratesi y co/., 2006,

Suzuki  y  co/.,   2005).   La  gran  variedad   de  auto-antlgenos   reconocidos  por  estos

anticuerpos sugieren que la enfermedad podria ser iniciada a trav6s de un mecanismo

de  mimetismo  molecular  y  perpetuada  a  trav6s  de  epltopos  crfpticos,  presentes  en

p6ptidos  que  son  presentados  en  bajas  o  nula  frecuencia  por  las  CPAs  durante  la

selecci6n timica de linfocitos T CD4+ y que por lo tanto son reconocidos como extrafios

una  vez  que  quedan  expuestos  a  las  celulas  del  sistema   inmune   (Wamock  and

Goodacre,1997).

14



Se cree que el fluido sinovial de las articulaciones de pacientes con AR podr[a

contener una gran diversidad de proteinas con propiedades auto-antig6nicas debido a

la degradaci6n del cartilago  a traves de la producci6n de metaloproteinasas  por parte

de los macr6fagos (Hain y co/.,1996) y a la gran  infiltraci6n de linfocitos 8 y T CD4+.

De esta manera,  a traves de distintas tecnicas, como diversos metodos de separaci6n

por cromatografia acoplada a espectrometria de masa o Western blots de geles 2D se

ha   logrado,   tanto   conocer  el   proteoma   del   fluido   sinovial,   coma   algunas   de   las

proteinas  de  6ste  que  son  reconocidas  por  el  factor  reumatoldeo  o  ACPAs  y  otras

capaces   de   estimular   respuestas   inflamatorias   en   linfocitos   T   CD4+   de   sangre

periferica   de   pacientes  con   AR   /.n   vt.fro,   a  traves  de  ensayos   de   reacci6n   mixta

leucocitaria  (Aggarwal y co/„  2013, von  Delwig y co/.,  2010).  Por otro  lado,  un trabajo

aun   no   publicado   que   se   realiza   actualmente   en   el   laboratorio   y  que   estudia   la

frecuencia con  la  cual algunos peptidos son presentados por mol6culas de  MHC-ll  en

DCs  maduradas con  monofosforil llpido A (MPLA) de donantes del  haplotipo  I+LA-DR*

0407, el cual ha sido reportado como un factor de riesgo para contraer AR,  indica que

p6ptidos de anticuerpos del  isotipo  lgG son  presentados en gran cantidad comparado

con peptidos de otros tipos proteicos,  lo que podrla sugerir que estas proteinas tienen

un rol auto-antig6nico, idea apoyada por el alto titulo de factor reumatoideo encontrado

en parfe de los pacientes con AR.

Paralelamente, Jin y colaboradores demostraron que  el  MHC-ll  tiene  la capacidad

de transportar proteinas  incorrectamente plegadas desde el  interior de  la c6lula  hasta

la superficie y observaron que en pacientes con AR, estos complejos moleculares eran

capaces de movilizar anticuerpos del isotipo  lgG  no degradados asociandolo  al bolsillo

de union al p6ptido. De esta manera, sueros de pacientes con AR, positivos para factor
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reumatofdeo  lograban  reconocer  el  complejo  MHC-ll/lgG,  lo  que  podria  indicar  una

mayor susceptibilidad a la enfermedad (Jin y co/.. 2014).
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4. HIP6TESIS

El   fluido   sinovial   de    pacientes   con   AR   posee   fracciones   enriquecidas   en

autoantfgenos  prevalentes  capaces  de  inducir  una  respuesta  en  linfocitos  T  CD4+

efectores de pacientes con artritis reumatoide.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Demostrar la capacidad del fluido sinovial de pacientes con AR como fuente de

antlgenos para aplicaciones terapeuticas en AR utilizando c6lulas dendriticas.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1.  Analizar  la  composici6n  proteica  del  fluido  sinovial  de  pacientes  con  AR  a

traves de t6cnicas cromatogfaficas y electrofofeticas.

5.2.2.  Evaluar /.n v/.fro la respuesta de linfocitos T CD4+ encontrados en las celulas

mononucleares  de  la sangre periferica de controles  sanos o  pacientes con  AR al

ser estimulados con fracciones de fluido sinovial.

5.2.3. Analizar i`n vi.fro  la  respuesta de linfocitos T CD4+ de pacientes con AR co-

cultivados  aut6logamente   con   celulas  dendriticas   maduradas   con   monofosforil

lfpido A (MPLA) pulsadas con fracciones de fluido sinovial.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.    Obtenci6n    de    fracciones    proteicas    enriquecidas    en    autoantigenos

prevalentes desde fluido sjnovia[ de pacientes con AR

Las muestras de fluido sinovial   fueron obtenidas mediante artrocentesis de las

rodillas   inflamadas   de   pacientes   con   AR.   El   procedimiento   fue   realizado   por   un

reumat6logo   de la Secci6n de Reumatologia del hospital Salvador bajo los protocolos

establecidos  por  dicha  instituci6n.  Para  la  separaci6n  de  la  fracci6n  celular  del  fluido

sinovial, este se centrifug6 a  1800  RPM  por 5 min, tiempo tras el cual se  recolect6 el

sobrenadante y se incub6 con  100  U/ml de hialuronidasa de testlculos bovinos por 60

min  a  37°C  para  disminuir  su  viscosidad.  Posteriormente  la  muestra  centrifugada  a

1800  RPM por 10 min y pasada por un filtro de 200  nm. Se  recolect6  una alicuota de

20  ul  y  realk6  su  cuantificaci6n  proteica    a  A562  a  trav6s  del  metodo  BCA  (Sigma

Aldrich,   MO,   USA)  segdn  instrucciones  del  fabricante.   Finalmente,   [a  muestra     se

almacen6 a -80°C hasta el momento de su utilizaci6n.  Para la eliminaci6n de albamina,

alicuotas de 200 LIl de fluido sinovial fueron diluidas en buffer de depleci6n (NaH2P04 +

Na2HP04 25 mM  pH7)  hasta  alcanzar llna  concentraci6n  de  3,5  mg/ml (Echan y co/.,

2005).   100   ul  del  fluido  sinovial  fueron  inyectados  a  una  columna   HiTrap  Blue  HP

(Sigma  Aldrich,  MO,  USA)  de  1   ml  anexada  al  sistema  de  FPLC  AKTA  Purifier  (GE

Healthcare,   UK),   previamente   equilibrado   en   buffer  de   depleci6n,   la  fracci6n   que

contenia  protelna  no  unida,  monitoreada  por lectura  de  absorbancia  a 280  nm  (A28o),

fue recolectada,  cuantificada por el metodo BOA y concentrada en buffer de corrida de

intercambio  ani6nico  (NaH2P04  +  Na2HP04  20mM)  hasta  1   mg/ml  mediante  ultra

centrifugaci6n a 4000 G por 75 min utilizando tubos Amicon de 15 ml de 3 KDa de poro

(Merck  Millipore,  NJ,  USA).  Para  el calculo de la  proporci6n  de  la  albtlmina  eliminada,
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se   relacion6  la  concentraci6n   proteica  al   area   bajo   la  curva  medida  a  trav6s  del

software UNICORN (GE Healthcare, UK)  y se utiliz6 Ia siguiente formula:

oMoalbinina elimincida = Area de pico de albinina  x 100
ATea plco de albfimina + ATea proteina no retenida

100 ul De la muestra concentrada fueron inyectados en una columna HiTrap Q

HP de  1  ml (Sigma Aldrich,  MO,  USA)   y corridos en buffer de corrida  para separarlas

segtin  su  carga.  Para  eluir  las  proteinas  retenidas,  se  lav6  la  columna  con  buffer de

eluci6n  (NaH2P04  +  Na2HP04 20mM,  Nacl 2M) a  un flujo  de  1  ml  por minuto  durante

60 min. Las fracciones proteicas, vistas por A28o, fueron recolectadas y cuantificadas a

traves del  metodo  BCA y finalmente dializadas contra  RPMl  (Life Technologies,  USA)

utilizando tubos Amicon hasta un volumen final de 75  ul y almacenadas a -80°C hasta

su uso en ensayos funcionales.

6.2. Analisis electrofor6tico de las fracciones de fluido sinovial

El  analisis  proteico  de  las  fracciones  de  fluido  sinovial  se  realiz6  mediante

electroforesis en gel de  poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio  (SDS-PAGE).  El gel

fue  preparado  a   un  5%   piv  de  poliacrilamida  y  se  carg6   1   ug  total  de  proteina,

previamente denaturadas mediante un tratamiento con SDS a 90°C por 4 min, en cada

pocillo. Las prote[nas fueron resueltas a 150 V durante dos horas. Para la visualizaci6n

de las bandas, el gel fue tefiido durante 20 min con azul de Coomasie  o con AgN03-.

Para observar la presencia de anticuerpos de isotipo lgG, se realiz6 un Western

Blot  de  las  fracciones  2  y 6  del  fluido  sinovial  de  los  pacientes  14  y  6,  y  8  del  fluido

sinovial  del  paciente   17,   utilizando  5   Llg  de  proteina  total  en  cada  caso  para  ser

resueltos  por SDS-PAGE.  Una  vez  las  protefnas  estuvieron  separadas,  se  realiz6  la
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transferencia a una membrana de nitrocelulosa en buffer de  transferencia (Tris 25mM,

Glicina 190 mM, Metanol 20% v/v) a 400 rnA por 2 h. Posteriormente la membrana fue

bloqueada   con  TBS   +   leche   descremada   5   %  v/v  durante   1   h   e   incubada  con

anticuerpo  anti-lgG  humano en  una concentraci6n  de 0,2  ug/ml durante  1  h.  Una vez

transcum.do   el   tiempo,   la   membrana   fue   lavada   e   incubada   con   el   anticuerpo

secundario  conjugado  a  peroxidasa  a  una  concentraci6n  de  10  ng/mL  durante  1  h  y

detectado   utilizando   el   kit   de   luminiscencia,   capaz   de   sensar   la   presencia   de

peroxidasa,  Super Signal West  Pico  Chemiluminescent  Substrate  (Thermo  Scientific,

OH,  USA),  segt]n  instrucciones del fabricante.  La sefial fue  revelada  utilizando  un film

fotografico.

6.3. Obtenci6n de PBMC, monocitos y linfocitos T CD4+ de pacientes con

AR y controles sanos.

En la Figura 2 se muestra un esquema de generaci6n de DCs a partir de sangre

periferica   humana  y  el  cocultivo  celular  con   linfocitos  T  CD4+.   Los  concentrados

leucocitario§  (buffy  coats)  de  sangre  peri.ferica  de  donantes  sanos  y  leucoferatos  de

pacientes  con  AR  fueron  obtenidos  del  banco  de  sangre  del  Hospital  Clinico  de  la

Universidad  de  Chile  bajo  los  protocolos  establecidos  par  dicha  instituci6n.   Para  la

obtenci6n   de  monocitos,   las   muestras  fueron   procesadas  mediante  un   c6ctel  de

enriquecimiento  de  monocitos  CD14+  a  trav6s  de  selecci6n  negativa  usando  el  kit

Rosettesep  (Stemcell Technologies,  Vancouver,  Canada) segtln  las instrucciones del

fabricante.  Luego  de  la  realizaci6n  de  un  gradiente  de ficoll  (General  Electrics)  segtln

instrucciones del fabn.cante,  la fracci6n enriquecida en monocitos fue resuspendida en

PBS  (NaH2P04 2,0 mM;  Na2HP0410,0  mM;  Nacl  1,55  M) suplementado con 2%  viv

SBF y centrifugado a  1400 RPM por 5 min.  Para eliminar los remanentes eritrocitarios
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de  la  fracci6n   monocltica,  el  precipitado  fue  resuspendido  en  ACK  (NH4Cl  1,5   M;

KHC03  0,1   M;   Na2-EDTA   1,0   mM)  e   incubado  durante   7  minutos  a  temperatura

ambiente,  tiempo  tras  el  cual  se  complet6  el  recipiente  con  PBS  2%  viv  SBF  y  se

centrifug6 a  1400 RPM por 5 minutos. El precipitado fue resuspendido en PBS 2% viv

SBF y la viabilidad y conteo celular fueron cuantificados mediante m6todo de exclusi6n

con azul tripan  en camara de Neubauer (Hausser Scientific, Horsham, PA, EUA). Para

eliminar  las  plaquetas  remanentes,  la  muestra  fue  centrifugada  a  900  RPM  por  10

minutos.  Tras esto,  los  monocitos fueron resuspendidos en  SBF  a  una concentraci6n

de  80xl06 c6lulas  por  ml.  40xl06  c6lulas  fueron  depositadas  en  un  criotubo  de  2ml

donde lentamente se agregaron por las paredes 500ul de SBF 20%v/v dimetil sulf6xido

(DMSO).  Los  tubos fueron congelados a  -80  °C  por 24  horas,  tiempo tras  el cual  las

muestras fueron depositadas en nitr6geno liquido hasta el momento de su util.Lzaci6n.
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La purificaci6n de linfocitos T CD4+ desde concentrados leucocitarios se realiz6

a  trav6s  del  c6ctel  de  enriquecimiento  de  linfocitos  CD4+,   por  selecci6n  negativa,

Rosettesep  (Stemcell Technologies, Vancouver,  Canada), segtin las instrucciones del

fabricante.  Luego de la  realizaci6n  de  un gradiente de ficoll,  la fracci6n  enriquecida  en

linfocitos T CD4+ fue resuspendida en PBS 2% viv SBF y centrifugada a 1800 RPM por

5  min.  Posteriormente,  se  resuspendi6  el  precipitado  en  3  ml  de  ACK  y  se  incub6

durante 7 min a temperatura ambiente, tiempo tras el cual se complet6 el tubo con PBS

2% viv SBF y se centrifug6 a  1800 RPM por 5 min. EI pellet fue resuspendido en PBS

2% viv SBF y cuantificado mediante el metodo de exclusi6n de azul tripan  en  camara

de   Neubauer,   luego  se   centrifug6   a   1800   RPM   por  5   min  y  se  resuspendi6   el

precipitado  en  SBF  a  una  concentraci6n  de   160xl06  de  celulas  por  ml.  Tras  esto

80xl06 celulas fueron depositadas en  un criotubo de 2 ml donde lentamente, y por las

paredes,  se  agregaron  500  Hl  de  SBF  20%  v/v     DMSO.  Luego,  los  tubos  fueron

congelados  a -80°C  por 24 h. tiempo tras el cual  las  muestras fueron depositadas  en

nitr6geno liquido hasta el momento de su utilizaci6n.

La  obtenci6n   de  PBMC  a   partir  de  leucoferatos  (pacientes  con  AR)  y  de

concentrados  leucocitarios  (donantes  sanos)  se  realiz6  a  traves  de  un  gradiente  de

ficoll   segtin   instrucciones   del   fabri.cante.   La   fracci6n   enriquecida   en   PBMC   fue

resuspendida en PBS 2% viv SBF y centn.fugada a 1800 RPM por 5 min. El precipitado

fue  resuspendido  en 4 ml de ACK e incubado a temperatura ambiente durante  7  min,

tiempo tras el  cual  se  complet6  el tubo  con  PBS  2% viv  SBF y se centrifug6  a  1800

RPM por 5 min. El pellet fue resuspendido en PBS 2% v/v y se cuantificaron las celulas

a traves del metodo de azul tripan en camara de Neubauer. Finalmente, se centrifug6 a

1800  RPM  por 5  min y las celulas fueron  resuspendidas  en  SBF  a una concentraci6n
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de  160xl06  celulas  por  ml.  80xl06  celulas  fueron  depositadas  en  un  criotubo  al  cual

lentamente   se   le   agregaron   500   i]l   de   SBF   20%  viv   DMSO.   Los   tubos   fueron

congelados a -80 °C por 24 h, tiempo tras el cual  las muestras fueron depositadas en

nitr6geno liquido hasta el momento de su utilizaci6n.

6.4.    Cultivo    celu]ar   y   ensayos   de   proliferaci6n    mediante    reacc]6n   mixta

leucocitaria

Para  el descongelamiento  de  los  distintos tipos  celulares (PBMC,  monocitos y

linfocitos  T  CD4+)  de   pacientes  con  AR  o   controles  sanos,   los   criotubos  fueron

sacados   del   nitr6geno   liquido   y  descongelados   en   agua  tibia.   Posteriormente,   la

suspension  celular fue  resuspendida  en  RPMl  +  10%  viv  SBF  tibio  para  linfocitos  T

CD4+  y  PBMC,  y AIM-V (Gibco  BRT,  Grand  Island,  NY,  EUA)  tibia  para  monocitos,  y

centrifugada a  1800 RPM por 5 min a temperatura ambiente.  EI precipitado celular fue

resuspendido en RPMI + 10% v/v SBF o AIM-V segtin el tipo celular y contado a traves

del m6todo de azul trjpan en camara de Neubauer.

Para los ensayos funcionales con PBMC, se plaquearon 20xl 06 c6lulas en 5 ml

de medio en placas de  6 pocillos  y se dejaron descansar por 24 h  a 37°C con  5% de

C02.  Posteriormente,  las  celulas  fueron  cosechadas  cuidadosamente  de  la  placa  de

cultivo utilizando un Cell Scraper (Thermo Scientific,  OH,  USA),  contadas a trav6s del

metodo de azul tripan en camara de Neubauer y centrifugadas a 1800 RPM por 5 min.

Se tom6 una al[cuota de lxl 06 celulas, las cuales no recibieron tinci6n con CFSE como

control  para  la  citometria  de  flujo.   El  pellet  fue  resuspendido  en  RPMl  fresco  para

alcanzar una concentraci6n celular de 40xl 00 millones por ml y se mezcl6 suavemente

con el mismo volumen de CFSE diluido en  RPMl   para alcanzar una concentraci6n final

de 5 iiM.  La suspensi6n celular fue incubada por 10 min a 37°C, tiempo tras el cual se
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rellen6  el  tubo  con  RPMl  10%  viv  SBF  y  se  centrifug6  a  1800  RPM  por  5  min.  Se

realizaron 2 lavados adicionales bajo las misma§ condiciones y se contaron las c6Iulas

utilizando el m6todo de azul tripan en camara de Neubauer. EI PBMC fue resuspendido

en RPMl  10% viv a una concentraci6n de  lxl06 celulas par ml y plaqueado en  placas

de  96   pocillos  (300ul,   Orange  Scientific,   Belgium).   Para  el  analisis  de  proliferaci6n

antigeno especifico,  el PBMC fue pulsado  con  1  mg/ml de fluido sinovial completo  o  1,

5   o   10   i]g/ml  de   las  fracciones  obtenidas  mediante   cromatografia  de  intercambio

ani6nico durante 5 dias.

Los  ensayos  de  reacoiones  mi)ctas  leucocitarias  fueron  realizados  a  partir  de

c6lulas  de  pacientes  o  donantes  sanos  previamente  congelados.  Para  descongelar

monocitos y su diferenciaci6n a  DCs se resuspendieron en medio AIM-V (Gibco BRT,

Grand  Island,  NY,  EUA) tibio y se centrifugaron  a  1400  RPM  por 5 min.  Tras esto,  las

c6lulas fueron contadas por el metodo de azul tripan en camara de Neubauer y 2,5 ml

fueron  plaqueados  a  una  concentraci6n  de   2xl06  celulas  por  ml.  Luego  de 24  h  de

incubaci6n a 37°C con 5% de C02, el medio fue suplementado con rhlL4 y rhGM-SCF

a una concentraci6n de 500 U/ml cada una. Al tercer dia de cultivo se renov6 el medio

completamente con AIM-V con 500  U/ml de rhlL4 y rhGM-SCF. Al d[a 4 de cultivo se

observaron  las c6lulas  bajo el microscopio y se  les tomaron fotografias utilizando  una

camara  digital  Sony  Cybershot.  Posteriormente,  las  celulas  fueron  cosechadas  de  la

placa  mediante  lavados repetitivos de los  pocillos a con  PBS trio a trav6s de "up and

down",  fueron  cuantificadas  en  una  camara  de  Neubauer  y  observ6  su  viabilidad  a

traves del metodo de exclusi6n de azul tripan.  Las celulas fueron centrifugadas a  1400

RPM  por 5  min  y se  resuspendieron  en  medio  AIM-V  a  una  concentraci6n  de  lxl06

celulas  por  ml.  Luego,  se  plaquearon  lxl05  celulas  por  pocillo  en  una  placa  de  96
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pocillos    y  se  estimularon  con  5  Lig/ml  de  cada  una  de  las  fracciones  obtenida  por

cromatograffa de  intercambio  ani6nico.  Tras 4  h,  se enjuagaron  las celulas  con  RPMl

fresco y se estimularon con  1  Llg/ml de MPLA (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL,  USA)

por 24 h. Al quinto dia de cultivo, se descongelaron linfocitos  CD4+ de pacientes AR o

donantes sanos,  resuspendi6ndolos en  RPMl  10% viv SBF y se centrifugaron a  1800

RPM  por 5  min.  Luego  se  resuspendieron  a  una  concentraci6n  de 40xl06  de c6lulas

por ml en  RPMl fresco y se agreg6 el mismo volumen  de CFSE diluido en  RPMl  para

alcanzar una concentraci6n final de CFSE de 5 ug/ml. Tras una incubaci6n de 10 min a

37°C,  se complet6  el tubo  con  RPMl  10% v/v SBF y se centrifug6  a  1800  RPM  por 5

min,   procedimiento   que   se   repiti6   otras   2   veces.   Finalmente,   Ias   celulas   fueron

resuspendidas a  una concentraci6n de 6,6xl05 celulas  por ml en  RPMl  10% v/v SBF.

Se retir6 el medio AIM-V de las DCs previamente plaqueadas en placas de 96 pocillos

y se  depositaron 2xl05 linfocitos T CD4+ sobre cada pocillo  para  ser cultivados por 6

dias a 37°C con 5% de C02. Al sexto d[a, se retir6 la mitad del medio de cultivo a cada

pocillo, se agreg6 PMA a 50ng/ml, ionomicina a 1  iJg/ml y brefeldina y se incub6 por 5 h

a 37°C para luego ser analizados por citometria de flujo.

6.5. Citometria de flujo

Los  anticuerpos  utilizados  en  el  trabajo  fueron  los  siguientes:  anti  (a-)  CD4

APC, a-CD4 Pecy7, a-lFNv Pecy7 y a-lL17 APC, (eBioscience).

Para la realizaci6n de la tinci6n de moleculas de superficie,  tras los respectivos

dias  de  cultivo,  2xl05  c6lulas  fueron  transferidas  a  placas  de  96  pocillos  de  fondo

c6nico  (Nunc)  y  centrifugadas  a  2000  RPM  por  2  min  a  4°C.  El  sobrenadante  fue

descartado y las celulas  resuspendidas en  100  ul de  PBS  10% viv SBF con  a-CD4 e
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incubadas en  oscuridad  por 30  min a  4°C.  Tras este tiempo y para  realizar la  tinci6n

intracelular,    las    c6lulas   fueron    lavadas    dos   veces    con    PBS    3%   viv    SBF   y

resuspendidas  en  100  ul  de  buffer  Fixation/Permeabilization  (Life Technologies,  USA)

en  incubados en oscuridad por 30 min  a 4°C. Transcurrido dicho tiempo se agregaron

200 ul de Permeabilization  Buffer (Life Technologies,  USA) y se centrifug6 a 2000 RPM

por 2 min a 4°C,  proceso que se repiti6 2 veces.  Las celulas fueron  resuspendidas en

100  ul  de  Permeabilization  Buffer,  se  agregaron  los  anticuerpos  a-lFNv  Pecy7  y a-

lL17 Ape a la concentraci6n indicada por el fabricante y se incub6 en  la oscuridad por

30   min   a   4°C.   Posteriormente   las   c6lulas   fueron   lavadas   otras   2   veces   con

Permeabilization Buffer y resuspendidas para su analisis en FACS (Becton  Dickinson).

For  otro  lado,  los  linfocitos  fueron  incubados  con  Anexina-V  (eBioscience)  y  a-CD4

APC  para  analizar su  viabilidad.  Las  celulas fueron  adquiridas en  el  cit6metro  de flujo

FACscalibur,  usando el programa computacional Cell Quest Pro (Becton Dickinson), y

analizadas  posteriormente  con  el  programa  computacional  Weasel  (The  Walter  and

Eliza Hall Institute of Medical Research, Australia).

6.6 Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa Graph Pad Prism v5.01  para

Windows  (Sam  Diego,  CA,  USA).  Para  el  analisis  estadistico  y  la  determinaci6n  de

significancia  se  utiliz6  un  ensayo  de  ANOVA  de  una  via  con  una  prueba  de  Tukey

como post-test. Los valores considerados como significativos fueron *p<0,05, "p<0,01,

***p<0'001.
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7. RESULTADOS

7.1. El fluido sinovl.al de pacientes con AR pre§enta altos  niveles de albdmina y

un perfil proteico caracteristico

Distintas  muestras  de  fluido  sinovial  de  pacientes  con  AR  y  con  osteoartritis

(OA)    fueron    inicialmente    depletadas    de    su    contenido    de    albdmina    mediante

cromatografia   de   afinidad   (HITrap   Blue).   Como   se   observa   en   la   Figura   3A,   el

contenido de albdmina en ambas muestras se separ6 y alcanz6  un 60,05 ± 1,72 % de

protefna   total   (Tabla   2).   La  fracci6n   elufda   fue   comparada   con   el  fluido   sinovial

completo  en  geles  de  SDS-PAGE  tef`idos  con  azul  de  Coomasie.  Se  observ6  una

importante disminuci6n  de  una  banda  proteica  (~65  kDa) similar al tamafio  reportado

para  la  albtlmina  humana.  Sin  embargo,  la  depleci6n  de  albumina  tambi6n  elimin6

otras proteinas presentes en el fluido sinovial,  como se  observ6 en la tinci6n con azul

de Coomasie (Figura 38).
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Figura 3  Depleci6n  de albdmina  de fluido sinovial de pacientes con AR a traves de cromatografia
de  afinidad.  Con  el  fin  de  facilitar  el  analisis  proteico  y  de  remover  proteinas  no  relevantes  para  el
estudio  de   la   estimulaci6n  de   linfocitos  efectores,   (A)  se   removi6   Ia   albdmina   del  fluido   sinovial  de
pacientes con AR a traves de cromatografia de intercambio ani6nico.  La  llnea verde  representa el cambio
de  buffer  para  la  eluci6n  de  la  albumina  de  la  columna.  La  linea  cafe  representa  la  conductividad  de  la
muestra. Los ntlmeros y lineas rojas representan los momentos en los que se recolectaron las fracciones
para su posterior analisis (8)  Posteriormente se  resoivi6 el fluido sinovial completo y la fracci6n depletada
de albtimina  (FT)  a traves de SDS-PGE y  posterior tinci6n  con  azul de  Coomasie.  L  representa  el  fodder
de  tamafio  molecular y  el  *  representa  una  banda  de  64,8  kDa  correspondiente  a  la  albtimina  humana
presente en el FS.  Imagenes representativas correspondientes al FS del paciente ARO8.
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Tab]a 2: Areas bajo la curva en el ana]isis para el analisis de remoci6n do albtimina: Las

areas bajo las curvas de los picos cromatogfaficos fueron calculadas mediante el programa

UNICORN (GE Healthcare,  UK) y el porcentaje de albt]mina removido fue calculado a partir de

los datos

Fluido                Area Area albtlmina     Area total        Porcentaje
Sinovial            proteina no     (muAx min)                                     albtiminai;,`-m=_--.--_
AR8                     252,10                239,44                       491,54                48,71

AR15                  160,72                289,24                       449,96
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Las   fracciones   eluidas   de   la   columna   de   afinidad   pare   albdmina   fueron

recolectadas y concentradas  mediante  ultra-centrrfugaci6n,  para  luego  ser inyectadas

(100   ijl)  a   una   columna  de   intercambio   ani6nico   (HiTrap   Q)   donde  se  realiz6   su

separaci6n  proteica.  Los  fluidos  sinoviales  de  pacientes  con  AR  no  presentaron  una

variaci6n considerable en su perfil proteico entre las muestras provenientes de distintos

individuos.  La  Figura  4A  muestra  el  perfil  de elusi6n  de  4  muestras  distintas  de fluido

sinovial   de   pacientes  con  AR  observandose  al  menos   10   picos  con  tiempos  de

retenci6n   similares.   Como   control   el  fluido   sinovial   se   utiliz6   una   muestra   de   un

paciente  con   OA.  A  pesar  de  observar  algunos  picos  con  tiempos   de   retenci6n

similares,  el perfil proteico obtenido difiere en la resoluci6n obtenida y en la cantidad de

picos observados en las muestras de pacientes con AR (Figura 48).

Las  fracciones  obtenidas  mostraron  distintos  grados  de  separaci6n  proteica,

como  se  pudo  observar al  separar las  fracciones  mediante  electroforesis  SDS-PAGE

(Figura  5).   En   las  fracciones   1,  2  y  3  se  observ6  una   proteina  predominante  de

aproximadamente  40  kDa.  Por  otro  lado,  en  las  fracciones  2,  3  y  4  se  observ6  la

presencia de una proteina de 80 kDa.  La separaci6n proteica de las fracciones 4,  5, 6,

7 no se logr6 en su totalidad ya que se observaron varias bandas protefnas separadas

en  el  rango  de tamafio  molecular analizado.  Finalmente,  las fracciones  8 y 9  lograron

ser  purificadas  casi  completamente  ya  que  se  observ6  solo  dos  bandas  proteicas

correspondientes  a     20  y  50  kDa.   Finalmente  no  se   logr6  cuantificar  ni  observar

protefnas en la fracci6n  10.
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Figura   4   Separaci6n   proteica   del   fluido   sinovial   de   pacientes   con   artritis
reumatoide  (AR)  mediante cromatografia  de  intercambio  ani6nico.  La  fracci6n  de
fluido  sinovial  libre  de  albLimina fue  concentrada e  inyectada  a  una  columna  Hrrrap  Q
de  intercambio  ani6nico.   (A)   Croma{ogramas  de  la  corrida  de  fluidos  sinoviales  de
cuatro   distintos   pacientes   a   traves   de   la   columna   de   intercambio   ani6nico.   (8)
Cromatograma  de  la  corrida  de  un  fluido  sinovial  de  un  paciente  con  OA  por  una
columna  de  intercambio  ani6nico.  7,5   mg/ml  de  muestra  fueron  inyectados  para  el
analisis los analisis cromatogfaficos.
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7.2. Respuesta proliferativa de PBMC a fluido sinovial de pacientes con AR o con

OA.

Para  evaluar  la  capacidad   inductora  de  la  proliferaci6n  por  parte  del  fluido

sinovial completo de pacientes con AR, celulas mononucleares de sangre periferica de

pacientes  con  AR  purificadas  desde  un  concentrado  leucocitario  fueron  tefiidas  con

CFSE,  pulsadas con  200  ug/ml del fluido sinovial y cultivadas durante  5  dfas.  El fluido

sinovial de pacientes con OA fue utilizado como control negativo debido a su condici6n

de enfermedad degenerativa  no inflamatoria. Tanto  los linfocitos T CD4+ de pacientes

con  AR  como  los  de  controles  sanos  mostraron  una  proliferaci6n  preferencial  por  el

fluido sinovial de pacientes con AR en comparaci6n al control con  fluido sinovial de OA

(Figura  6A).  Como  control  se  pulsaron  linfocitos  T  CD4+  con  anti-CD3  y  ademas  se

plaquearon  linfocitos  T  CD4  sin  DCs  a  modo  de  control  parental.  Esta  proliferaci6n

alcanz6  significancia  estadfstica  en  el  caso  de  las  celulas   de  pacientes  y  no  en

controles (Figura 68).

Por   otro   lado,   PBMC   de   pacientes   con   AR   fueron   estimulados   con   las

fracciones de fluido sinovial separadas mediante cromatograffa de intercambio ani6nico

y   con   derivado   proteico   purificado   de   Mycobacfer/I/in   fobercL//o§i.s   como   control,

positivo.  Sin  embargo,  no  fue  posible  observar  un   aumento  en  la  proliferaci6n   en

respuesta  a ninguna  de  las fracciones proteicas en  comparaci6n  al control de  c6lulas

sin carga (Figura 6C).
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Figura  6  Respuesta  proliferativa  de  PBMC  de  pacientes  con  artritis  reumatoide
(AR) y donantes sanos a estimulaci6n con f]llido sinovial de pacientes con AR o
con osteoartritis (OA).  (A) Criterios de selecci6n mediante "Forward Scatter", tamafio
y "Side Scatter, granularidad de la poblaci6n linfocltica (RO, grafico de la  izquierda).  La
proliferaci6n  celular en  respuesta  a los distintos fluidos sinoviales fue medida a traves
de  la  diluci6n  de  la  marca  de  CFSE  en  la  poblaci6n  positiva  para  CD4.  El  control
parental fue estimulado con PBS y como control positivo se estimul6 el PBMC con anti-
CD3.   (8)  Gfafico  de  [ndice  de  proliferaci6n   (proliferaci6n  en  respuesta  al  estimulo
dividido  par la  proliferaci6n  basal) de la§ c6lula§  CD4  de  donantes sanos y pacientes
con  AR  en  respuesta  a  lo§  distintos  fluidos  sinoviales  (AR  y  OA)  N=4,  *p<0,05.  (C)
Grafico   de   lndice   de   proliferaci6n   de   c6lulas   CD4+   en   respuesta   a   las   distintas
fracciones  de  fluido  sinovial  N=1.  El  derivado  proteico  purificado  de  Mycobacterium
tuberculosis PPD fue empleado como control positivo para pulsar los PMBCs.
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7.3.   Respuesta  proliferativa  de  linfocitos  T  CD4+  en   respuesta  a  fracciones

proteicas de fluido sinovial de pacientes con AR.

De modo de realizar un ensayo mss limpio y reproducible para el estudio de la

respuesta de  linfocitos T CD4+ de  pacientes con AR,  el estimulo  con fluido  sinovial o

las fracciones proteicas purificadas se realiz6 a traves de la pul§aci6n de DCs maduras

que  actuaron  como  CPAs.  Para  ello,  se  aislaron  monocitos  de  sangre  periferica  de

pacientes  con AR y se  trataron  con  lL4 y  GM-SCF  durante  5  dias.  Al  quinto  dfa  de

cultivo,  las celulas fueron  pulsadas con  los antigenos y 4  horas  despu6s  estimuladas

con MPIA para madurarlas. Al memento del cultivo, se logr6 observar como las celulas

tratadas con MPLA prolongaban su cuerpo celular en una foma similar a las dendritas

neuronales  y  adquirfan  una  morfologla  "estirada"  en   relaci6n  a  las  celulas  que  no

fueron   tratadas   con   MPLA   (Figura   7A).   Ademas,   no   se   observ6   una   diferencia

importante en la expresi6n de las mo[eculas MHC-II (Figura 78).

Para  estandarizar  las  condiciones  ideales  para  ejecutar  el  co-cultivo  de  DCs

pulsadas con antfgeno, se realiz6 una cin6tica de la endocitosis de azul dextfan con el

fin de encontrar el mej.or tiempo para pulsarlas con MPLA, ya que se ha documentado

que las DCs maduras poseen una baja capacidad de captura antigenico.  Como control

negativo  se  cultivaron  celula§  a  4°C  pulsadas  con  lug/ml  de  azul  dextfan.  Por otro

lado,  se  pulsaron  celulas  con  la  misma  concentraci6n  de  azul  dextfan  conjugado  a

FITC   y   se   cultivaron   a   37°C   por   distintos   tiempos.   Se   observ6   que   una   vez

transcurridas  2  horas  a  partir  de  la  estimulaci6n,   las  celulas  endocitaban  la  mayor
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cantidad de azul dextfan  (Figura 7C).  Se escogi6 ese tiempo  para la estimulaci6n con

MPLA luego del pulso con  las distintas fracciones antig6nicas.
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Figura    7    Perfil    fenotipico    de    c6Iulas    dendriticas    (DCs)    maduradas    con
monofosforil   lipido  A  (MPLA).   (A)   Morfologia  de  DCs  al  quinto  dia  de   cultivo  sin
estimulaci6n  (izquierda)  y  estimuladas  con   MPLA  (derecha).   La   barra   a   la  derecha
representa una escala de medici6n para  las imagenes. (a)  lntensidad geom6trica  media
de  la  fluorescencja  (GMFl)  de  la  expresi6n  de  MHC-ll  en  celulas  no  estimuladas  (ST-
DC) y  estimuladas  con  MPLA  (MPLA-DCs)  N=4.  (C)  Cinetica  de  capacidad  endocitica
de celulas dendriticas previo a su maduraci6n  N=1.
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Para  analizar /.n  v/.fro la  respuesta de  los  linfocitos de pacientes con AR,  estos

fueron  tefiidos  con   CFSE  y  cultivados  con   DCs  maduras  con   MPLA  (MPLA-DCs)

durante  6   dlas.  Al  sexto  dla  de  cultivo  y  luego  de  una  estimulaci6n  con   PMA  y

ionomicina  en  presencia  de  brefeldina,  la  proliferaci6n  de  los  linfocitos  fue  analizada

ademas de la presencia de citoquinas intracelulares.  Como control se decidi6 analizar

la proliferaci6n basal de los linfocitos T CD4+, ademas de la proliferaci6n en respuesta

a DCs,  a las cuales no se las habia cargado con antigenos. Finalmente, para observar

si  los  linfocitos  T  CD4+  eran  capaces de  responder a  estimulos  inflamatorios,  se  les

estimul6  con  acD3  (Figura  8).  De esta  manera  se  observ6  que los  linfocitos T CD4+

presentaban bajos niveles de proliferaci6n, donde solo el 5% de estos perdia marca de

CFSE    ademas    secretaban    bajos    niveles    de    lL-17   e    lFN-v    (0,14%    y   2,04%

respectivamente).  For otro lado,  cerca del 20% de los linfocitos en co€ultivo con DCs

no cargadas con  ant[geno proliferaron  en  respuesta al estimulo y ademas secretaban

aproximadamente  un 2%  de  lL-17 e  lFN-y.  Finalmente,  se observ6  que  los  linfocitos

retenian  su   capacidad   de   reaccionar  ante  estimulos   inflamatorios,  ya   que   al  ser

estimulados  con acD3,  su  proliferaci6n  alcanzaba  al  50%  aproximadamente,  ademas

de altos niveles de producci6n de lL-17 e lFN-v.
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Figura  8.  Respuesta  linfocitaria  basal.  Para  evaluar  las  caracteristicas  basales  de  los
linfocitos T CD4+ de pacientes con AR luego de su descongelaci6n, estos fueron cultivado§
durante  5  dias  en  ausencia  de  DC  (CD4),  en  presencia  de  MPLA-DCs  sin  cargadas  con
antlgeno (Sin Carga) y en presencia de a-CD3 (acD3). Se evalu6 su capacidad proliferativa
mediante diluci6n de marca de CFSE y su capacidad de secretar lL-17 e  lFN-y a traves de
tinci6n intracelular y citometria de flujo.
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Como se observa en la Figura 9, los linfocitos reaccionan diferencialmente a los

distintos   antigenos   a   los   que  fueron   expuestos,   siendo   especialmente   notoria   la

diferencia   en   el   porcentaje   de   linfocitos   que  secretan   lFN-y  en   respuesta   a   las

fracciones   ntimero   7  y  8  del  fluido   sinovial   14;   y  2,   4  y  8  del  fluido   sinovial   17,

alcanzando niveles comparables, e incluso superiores a linfocitos T CD4+ estimulados

par   DCs   pulsadas   con    PPD,   pero   significativamente   mas   bajos   que   linfocitos

estimulados con anti-CD3.
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Figura 9. Respuesta antigeno especifica de linfocitos T CD4+ de pacientes con AR a fracciones de
FS  obtenidas  por  cromatografia  de  intercambio  ani6nico.  (A)  Dot  plots  representativos  adquiridos
utilizando  la  estrategia  de  gating  observada  en  la  Figura  8  de  marca  de tinci6n  intracelular de  lFN-v  en
respuesta a estimulaci6n  con el FS del paciente AR17.  La proliferaci6n  celular fue medida a traves de la
diluci6n de la marca de CFSE. Los porcentajes de proliferaci6n y de citoqujna§ producidas se encuentran
dentro de cada cuadrante.  (8) Porcentajes de proliferaci6n y secreci6n de lFN- y de linfocitos T CD4+ de
pacientes  con AR en  respuesta a  la  estimulaci6n  antigeno especifica con fracciones de  FS del paciente
AR14 (fila superior) o AR17 (fila inferior),  ns = no significante, N = 4.
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Por otro lado, se observ6 un aumento en la poblaci6n de linfocitos proliferante§

que  secretan  IL-17 en  respuesta  a  las  fracciones  2 y  6  del  fluido  sinovial  14 y 6  del

fluido sinovial 17 (Figura  10). Teniendo en cuenta estos resultados, y observando que

los niveles de proliferaci6n registrados no variaron en respuesta a los antlgenos con los

que  las  DCs  fueron  pulsadas,  se  propone  que  las  diferencias  en  la  secreci6n  de

citoquinas se podria deber preferencialmente a un cambio fenotipico a nivel celular, en

el que linfocitos ya diferenciados adquieren un nuevo perfil de secreci6n de citoquinas,

par sobre una expansi6n clonal preferente de poblaciones ya diferenciadas.

Para  corroborar que  las respuestas observadas fueran antigeno-dependientes,

se  agregaron  5  ug/ml  de  anti  HLA-DR  (eBioscience),10  minutos  antes  de  pulsar  las

celulas  con  las  fracciones  de  fluido  sinovial.   La  producci6n  de  lFN-v  y  disminuy6

cuando   la   molecula   de   MHC-ll   fue   bloqueada.   Sin   embargo,   no   se   observaron

diferencias en la producci6n de lL-17 ni en la proliferaci6n  linfocitaria (Figura 10A).   Por

otro  lado,  se  midi6  Ia  viabilidad  celular  mediante  la  tinci6n  con  Anexina-V,  lo  que  no

evidenci6 diferencias entre los distintos antfgenos a los que fueron expuestos las DCs

en el co-cultivo (Figura   108).

44



A   A  Rear.2
AR174 AR176 AR17-7 AR17B

'a lad cO 10 in
0,71 2,39 Ill 1,31 1111 1.08 222:

rf 'a3 to IIE ro
..`,

a IIIR- r`,       ,.             1 ' •`....`.I        llIE '+i. -,``

a         A,,          . :>&^-              .to         .-..
`         .{}..i,.

...          ...`".4-`. •`..    .i   ` -    .     `-..         .  .     `     .rfu~- -   .     =\..

CFSE

ns ns

E=ql =ill
ua, 4 te 4

;  ;n    finn   n   flfl;  ;n   flnHflfl   fifi
a.C  ac'D3F'fo   ch  AFil4 246 76 8cac'D.pfro   o'AAFii7    i       4       6 7 8

Fracciones AR114 Eracciones AR17

Figura  10.  Producci6n  de  IL17  par  parte  de  linfocitos  T  CD4+  de  pacientes  con  AR  en
re§pLiosta  a  la  estimu[aci6n  con  fracciones  do  FS  obtenldo  a  trav6s  de  cromatografia  de
intercambio ani6nlco. (A) Dot plots representativos utilizando la estrategia de gating mostrada en la
Figura  8  de  la  marca  de  tinci6n  de  lL-17.  La  secreci6n  de  11-17  fue  medida  a  traves  de  tinci6n
intracelular.  Los porcentajes de secreci6n  de citoquinas y proliferaci6n  se observan dentro de cada
cuadrante.  (8)  Porcentaje de producci6n  de IL-17  par parte de linfocitos T CD4+ de pacientes con
AR  en  respuesta  a  fracciones  del  FS  del  paciente  AR14  (izquierda)  o  AR17  (derecha).ns  =  no
significante, N = 4
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Figura 11 La respuesta de los linfocitos T CD4+ productores de interfer6n-y (lFN-y) de
pacientes   con   artritis   reumatoide  (AR)  es   antigeno  especifica  y   la  estimulaci6n
antig6nica con fracciones antig6nicas de fluido sinovial de pacientes AR no influencia
la  viabilidad   celular.   (A)   Porcentajes  de  producci6n  de  lFN-v  (arriba   izquierda),   lL-17
(arriba   derecha)   y   proliferaci6n   celular   (abajo)   de   linfocitos   T   CD4+   en   respuesta   a
estimulaci6n con fracciones antigenicas de fluido sinovial de paciente§ con AR y bloqueo de
mol6culas  MHC-ll  a traves de un  anticuerpo anti-MHC-Il.  N  = 2  para fracciones 2, 6 y 8 y N
=   1   para  condici6n  sin  carga  (SC),  4  y  PPD.  (8)  Porcentaje  de  celulas  positivas  para
Anexina-V al quinto  dia  de  co-cultivo  de  DCs  pulsadas con  fracciones  de  fluido  sinovial  14
(izquierda) o 17 (derecha) N = 1.
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8. DISCUS16N

El  uso  de terapias  celulares  que  involucren  la generaci6n  de  tolerancia  es  un

tema  en  boga  para  el tratamiento  de  enfermedades  autoinmunes.  Se  ha  demostrado

en   diversos   estudios   que   la   aplicaci6n   de   DCs   inmunomoduladas   con   distintos

farmacos,     c6cteles     de     citoquinas     o     modificadas     geneticamente     han     sido

aproximaciones   promisorias   para   la   mejoria   de   este   tipo   de   enfermedades.   Sin

embargo, uno de las principales dificultades ha sido la bdsqueda de los antfgenos para

la  carga  de  las  DCs  debido  a  la  complejidad  propia  de  cada  patologla.  A  pesar del

trabajo en modelos animales controlados en el que se puede observar las ventajas de

terapias  con  DCs  en  un  ambiente  totalmente  controlado,  la  AR  en  humanos  es  una

enfermedad  multifactorial  para  la  cual  se  conoce  una gran  diversidad  de antigenos  a

los  que  se  dirige  la  exacerbada  respuesta  inmune  del  organismo,  causando  dafios

devastadores para el paciente tanto sistemicos como en las articulaciones.

La presente memoria de titulo tuvo como principal objetivo analizar la capacidad

autoantigenica   del   fluido   sinovial   de   pacientes   con   AR   para   la   carga   de   DCs

tolerog6nicas  generadas  ex vino como  posible tratamiento  para  la AR.  Por lo  que  se

analizaron  los  componentes  proteicos  de  fluidos  sinoviales  de  pacientes  con  AR  a

trav6s de cromatografia de intercambio ani6nico. Luego estas fracciones fueron usadas

pare  pulsar DCs  maduradas  con  MPLA  para  observar la  respuesta  proliferativa  y de

secreci6n  de  citoquinas  de  linfocitos  T  CD4+  a  trav6s  de  un  ensayo  de  reacci6n

leucocitaria mbtta.
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8.1  Separaci6n proteica del fluido sinovial

Se    observ6  que  el  fluido  sinovial  de  pacientes  con  AR  presentaba  grandes

cantidades de albt]mina,  llegando a representar, en algunos casos, hasta el 64% de la

cantidad  de  proteina total encontrada.  Esta  caracteristica concuerda  con  lo  reportado

en  estudios  previos  para  pacientes  con  AR  (referencia).  Sin  embargo,  no  es  una

caracteristica  relevante  para  el  desarrollo  de  la  enfermedad,  debido  a  que  el  fluido

sinovial  normalmente  presenta  diversas  cantidades  de  prote[nas  exudadas  desde  el

plasma   sangulneo,   las   que   le   otorgan'an   algunas   caracterlsticas   nutricionales   y

mecanicas  para  la  protecci6n  de  las  c6lulas  que  conforman  la  articulaci6n.   Por  lo

demas,  no  se  nan  reportados  peptido§  de  la  albdmina  que  se  relacionen  a  la  AR.

Mediante cromatografia de afinidad, se logr6 remover gran parfe de la albtlmina (Figura

3A)  hasta  niveles  donde  se  logr6  observar  la  separaci6n   de  otras  protefnas  que

pudieran   ser  mas   relevantes   como   auto-antigenos.   Despues   de   la   depleci6n   de

albtimina,    se    observ6    un    perfil    de    eluci6n    caracteristico    representado    en    el

cromatograma  como  un  doble   pico   a   los   10  y   12  minutos   respectivamente.   Esto

probablemente  se  debe  a   que  la   purificaci6n   no   solo   separ6   albtlmina   del  flilido

sinovial, sino que tambien otras proteinas, lo que pudo ser corroborado a trav6s de un

gel   de   poliacrilamida   tefiido   con   azul   de   Coomasie   (Figura   38).   Este  fen6meno

represent6  un  problema  para  el  desarrollo  de  este  trabajo,  ya  que  proteinas  con

capacidades antig6nicas pudieron haber sido removidas durante este crucial paso. Sin

embargo,  debido  a  la  cantidad  limitada  de  muestras  de  FS,  no  se  logr6  obtener

grandes concentraciones de las protefnas separadas para su futuro analisis funcional.

Por otro lado, se ha reportado que la albtimina presenta 2 isoformas distintas, en el que

el residuo Cys34 presenta distintos estados de oxidaci6n, esto pudo haber afectado los

tiempos de retenci6n al interior de la columna (Turell y co/., 2013),
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Por otro lado,  cuando la fracci6n de fluido sinovial fue corrida  por la columna de

intercambio  ani6nico,  se  observ6  su  separaci6n  en  aproximadamente  once  distintos

picos   proteicos,   con   algunas  variacione§   entre   los   distintos  fluidos   sinoviales.   La

fracci6n que no fue retenida en la columna (proteinas con un punto isoelectrico menor

al  pH  del  buffer  de  equilibrio)  eluy6  inmediatamente  despues  de  la  inyecci6n  de  la

muestra y en algunos casos logr6 ser separada en dos picos distintos. A pesar de que

estas no lograron ser separadas con una mayor precisi6n segun su punto isoelectrico,

se alcanz6 una  pureza casi tofal,  lo que pudo ser corroborado por la baja cantidad  de

bandas   observadas   en   un   gel  de   poliacrilamida  tefiido   con   nitrato   de   plata,   solo

logrando  observar 2  de  40  y  80  kDa  aproximadamente  (Figura  5,  fracci6n  1  y 2).  La

fracci6n de fluido sinovial que logr6 ser retenida en la columna de intercambio ani6nico

logr6  ser separada  parcialmente como  se  observa  en  la  figura  4A.  Entre  7 y  9  picos

fueron  observados,  los  cuales  no  representan  protelnas  puras  por  si  solos  en  su

mayorfa, sino que una mezcla de estas (fracciones 4-7).  Es asf, que en las fracciones 4

y  5  se  logra  apreciar  la  mayor concentraci6n  proteica,  observando  la  aparici6n  de  la

albtimina  residual  que  no  pudo  ser eliminada  a  traves  de  la  columna  de  afinidad.  Por

otro lado, ]as fracciones 8 y 9 Iograron ser separadas casi en su totalidad, observando

protefnas  de  50  y 20  kDa  respectivamente.  Aunque  se  observ6  la  presencia  de  dos

picos definidos en el cromatograma de la corrida de intercambio ani6nico,  no se logr6

detectar la presencia de proteinas a trav6s de un gel de poliacrilamida en la fracci6n  10

y de ninguno de los fluidos sinoviales utilizados, fen6meno que se corrobor6 mediante

la cuant.rficaci6n de las proteinas por BCA.  Esto indica que ambos picos contenfan una

cantidad muy pequefia de proteina o que en estas fracciones se encontraban p6ptidos

que  no  se  lograron  observar debido  a  limites  de  detecci6n  de  las  tecnicas  utilizadas

para  evaluar la  presencia  proteica.  Debido  a  problemas  con  la  capacidad  maxima  de
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prote[nas  capaz de ser retenida  por la  columna  y a  la  cantidad  de protefna  requerida

para  realizar ensayos funcionales  posteriores,  no  se  pudo alcanzar una  mejor pureza

para  una  caracterizaci6n  mas  adecuada  de  las  fracciones  que  eluyeron  a  tiempos

cercanos al cambio de buffer.  No se examin6 la separaci6n de protelnas de un tamafio

mayor a 250 kDa a traves de geles de poliacrilamida y no se descarta que exista una

separaci6n  de  peptidos  correspondientes  a  proteinas  degradadas  en  funci6n  a  su

punto  isoelectrico,  lo  que  habria  sido  interesante  estudiar  debido  a  su  alto  potencial

auto-antigenico asociado a la AR.

8.2 Respuesta pro]iferativa de PBIV]C en respuesta a la estimulaci6n con fluido

sinovial

Para observar la respuesta de PBMC de pacientes o donantes sanos a distintos

estlmulo  antig6nicos,  se pulsaron con 200  LIg/mL de fluidos sinoviales  provenientes de

pacientes  con  AR  u  OA.  Luego  de  tres  dias  de  estimulaci6n,  se  logr6  observar que

existia   una   proliferaci6n   basal  de   los   linfocitos   del   PBMC   no   estimulado,   lo   que

probablemente  se  debe  a  la  manipulaci6n  durante  su  proceso  de  descongelamiento

(Figura 6A, dot plot parental). A pesar de esta proliferaci6n basal, se logr6 vcr un efecto

caracteristico   segtln   el   fluido   sinovial   que   se   utiliz6   como   estlmulo.   Cuando   se

estimularon celulas de pacientes o donantes sanos con fluido sinovial provenientes de

donantes  con   OA,  la  proliferaci6n  de  los  linfocitos  T  CD4+  positivos  disminuy6  en

comparaci6n  al  PBMC  sin  estimular (Figura  6).  Este  fen6meno  pudo  haber  ocurrido

debido  a  una  posible  presencia  de citoquinas anti-inflamatorias en este tipo  de fluido,

como  TGF-P,  Io  que  concuerda  con  lo  expllesto  en  trabajos  realizados  previamente

(Lestejo,1998).  Otra  posible  causa  de  este  fen6meno,  es  que  el  fluido  de  pacientes

con OA presente factores qiie favorezcan la apoptosis a anergia  linfocitaria.
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Por otro  lado,  cuando el PBMC fue estimulado con fluido sinovial de pacientes

con AR,  se  observ6  una  leve  respuesta  proliferativa  de  los  linfocitos T  CD4+,  la  cual

alcanz6   significancia   estadistica  en   el  caso   del   PBMC   de   pacientes  con  AR  en

comparaci6n  a  la  estimulaci6n  de  fluido  sinovial  de  pacientes  con  OA,  pero  no  en

donantes   sanos.   Sin   embargo,   se   observa   una   marcada  tendencia   entre   ambas

condiciones  en  este  altimo  caso.  Diversos  trabajos  que  estudian  la  proliferaci6n  de

celulas  T  en  respuesta  a  antigenos  especificos  consideran  un  valor  de  corfe  de  2,

sobre el lndice de proliferaci6n para considerar una respuesta positiva (Aggarwal y co/.,

2013, von Delwig y co/., 2010). En el caso de la proliferaci6n linfocitaria en respuesta al

fluido  sinovial de  pacientes  con AR  este valor no  se  alcanz6,  por lo  que es  probable

que   si  existen   antfgenos   inmunodominantes  en   este  tejido,   estos   se  encuentran

pobremente  representados  y  su  concentraci6n  no  fue  la  suficiente  para  estimular  a

clones auto-reactivos en  PBMC de pacientes con AR  incluso cuando  la concentraci6n

del fluido sinovial fue exagerada para suplir esta carencia proteica (200 ijg/mL de fluido

en comparaci6n a los 5 Lig/ml que se utilizan normalmente en ensayos de proliferaci6n

antlgeno especlfica).

Otro  de  los  inconvenientes  del  ensayo  celular  realizado  tiene  que  ver con  el

pobre control  de  las condiciones  del  microambiente  celular.  EI  PBMC  esta  compuesto

por distintos tipos de celulas mononucleares y la secreci6n de sefiales moleculares que

pudieran  estar  interfiriendo   con  la   proliferaci6n   linfocitaria  por  parte  de  otros  tipos

celulares  no  puede ser descartada.  Cuando el  PBMC fue estimulado  con 5  LIg/mL de

las   fracciones   de   fluido   sinovial   ya   purificadas   no   se   observ6   una   proliferaci6n

especlfica.  Estos  resultados  hacen  descartar la teoria  de que  una  baja  concentraci6n

antigenica era la  responsable de la  hipo  respuesta linfocitaria e  inclina  la  balanza a la
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probabilidad  de  que  otros  tipos  de  c6lulas  mononucleares  estuvieran  afectando  a  la

proliferaci6n  celular.  Finalmente,  no se  puede descartar de qiie debido a  la frecuencia

de  linfocitos  T  CD4+  (~10%  del  PBMC)  no  existieran  clones  auto-reactivos  contra  los

antigenos probados.

8.3 Madurac[6n de c6Iulas dendriticas con MPLA y capacidad de procesamiento

antig6nico.

Con   el   fin   de   controlar  de   mej.or  manera   las   variables   presentes   en   un

experimento t.n vt.fro de proliferaci6n en respuesta a posibles antigenos presentes en el

fluido sinovial de pacientes con AR se decidi6 utilizar coma aproximaci6n una  reacci6n

leucocitan.a  mixta.  EI  protocolo  utilizado  para  la  generaci6n  de  DCs  a  partir de  sangre

periferica  humana de pacientes con AR a  donantes sanos  ha sido  descrito y utilizado

previamente por el grupo de trabajo (Garcia-Gonzalez y co/., 2013) y se ha demostrado

que   DCs   maduradas   con   MPLA   producen   altas   cantidades   de   citoquinas   pro-

inflamatorias,  expresan  altos  niveles  de  mol6culas  de  co-estimulaci6n  como  CD40,

CD80  y  CD86  e  inducen  una  alta  proliferaci6n  en  linfocitos  T  CD4+  r.n  vi.fro  tanto  en

reacciones alog6nicas como aut6Iogas mediadas por antigeno.  Es por esta  raz6n que

se   decidi6   utilizar  este   tipo   de   DCs   en   contraposici6n   a   DCs   sin   tratar  para   la

rea"zaci6n  de  los  ensayos  funcionales  i.n  vr.fro a  pesar de  que  los  niveles  de  MHC-ll

sean similares en ambos tipos celulares. A pesar de que existan trabajos que aseveren

que  la  presentaci6n  antigenica  esta favorecida  en  DCs  maduradas  con  LPS  a  MPLA

segt]n su expresi6n de MHC-ll con respecto a su contraparte sin tratar, esos resultados

no  pudieron  ser comprobados  en  este  seminario  de  tltulo.  Sin  embargo,  al  observar

morfol6gicamente  los  distinto§ tratamientos  de  DCs,  se  evidencia  que  la  maduraci6n

con  MPLA  propicia  un  cambio  en  la  estructura  citoplasmatica  celular.  Al  madurar,  las
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DCs  desarrollan  prolongaciones  que  podrran  favorecer  la  presentaci6n  antigenica  a

linfocitos T CD4+  debido  a  un  aumento  en  la  superficie  celular y  por consiguiente  la

probabilidad de contacto con el linfocito.

La evaluaci6n de la expresi6n  de MHC-Il  y morfologfa  celular s6lo se evalu6 en

celulas de pacientes con AR debido  a que son  las que se utilkarfan  para los ensayos

de reacci6n leucocitaria mixta, aunque no se han reportado cambios considerables con

relaci6n  a  su  perFil fenotipico  en  comparaci6n  con  DCs  de  donantes  sanos  (Harry y

co/., 2010).  Por dltimo,  se midi6  [a  capacidad  endoc[tica  de  las  DCs  para  estandarizar

el  proceso  de  estimulaci6n  antigenica.  Segtln  la  literatura,  las  DCs tienen  una  menor

capacidad  endocltica  cuando  maduran  en   el  organismo  al  tener  contacto  con   un

patogeno.   Este  mecanismo  permite  que  la   DC  migre  fapidamente  a  los  6rganos

linfoides  secundarios  y  presente  antigenos  de  una  sola  fuente  a  linfocitos  T  CD4+

residentes en  estos.  De esta manera  la  respuesta generada  es eficiente y fapida.  Es

por este motivo  que el  pulso  antigenico se  realiz6  previo  a  la  maduraci6n  con  MPLA,

pero  era  de  imporfancia  reconocer  si  existia  un  tiempo  6ptimo  en  el  cual  las  DCs

lograran  endocitar una  cantidad  considerable  de  antigeno.  Mediante  la  incorporaci6n

de  Dextran-FITC,  una  mol6cula  de  gran  tamafio  molecular,  se  logr6  evidenciar  un

aumento  en  la  endocitosis  a  37°C  a  medida  que transcurrfa  el tiempo.  Se  escogi6  el

tiempo de 2 horas para la estimulaci6n antig6nica con fracciones de fluido sinovial pare

los futuros ensayos funcionales.
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8.4 Respuesta antigeno€specifica a  proteinas de presentes en el fluido slnovial

de pacientes con iIA.

Para deteminar la  presencia de posibles  autoantfgenos en el  FS  de pacientes

con  AR  con  la  finalidad  de  utilizarlo  como  una  fuente  de  peptidos  para  la  carga  de

tolDCs, se midi6 su capacidad de proliferar, producir lFN-v e lL-17A en en§ayos de co-

cultivos  aut6logos  con  DCs  maduras  estimuladas  con  MPLA.  La  decisi6n  de  utilizar

DCs  maduras  para  observar  los  resultados  de  la  estimulaci6n  en  contraposici6n  a

tolDCs  esta  dada  principalmente  debido  a  que  la  respuesta  de  los  linfocitos  a  las

pn.meras seria cuantificable de una manera  mas evidente, ya que  la  estimulaci6n  con

este   tipo    celular   es   considerablemente   mss   fuerte.    Este   fen6meno   se   debe

principalmente   a   la   gran   capacidad   de   las   mDCs   de   secretar   citoquinas   pro-

inflamatorias y de expresar altos niveles de MHC-ll y mol6culas de co-estimulaci6n.

Los   niveles   de   proliferaci6n   basal   de   los   linfocitos  T  CD4+,   luego   de   ser

descongelados,  es  baja  en  comparaci6n  a  los  linfocitos  expuestos  a  mDCs  que  no

fueron   pulsados   con   ningdn   p6ptido.   Esto   puede   indicar  que   las   DCs  generadas

poseen  la  capacidad  de endocitar restos de  matriz celular que encuentran  durante  el

transcurso  del  cultivo,  procesarlos  y  presentarlos  a   los  linfocitos,  entre   los  cuales

algunos de los clones reaccionan y montan una respuesta. Sin embargo, los niveles de

producci6n  de  citoquinas  son  similares,  por  lo  que    esta  leve  estimulaci6n  no  logr6

producir   la   diferenciaci6n   a   los   perfiles   inflamatorios   Thl   y  Thl7   en   las   c6lulas

proliferantes  (Figura  9A  y  loA,  cuadrante  superior  izquierdo).   Estos  resultados  no

fueron  observados  probablemente debido  al tiempo de  incubaci6n  del  cultivo,  ya  que

los ciclos de proliferaci6n no se logran observar claramente en este caso.
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De  modo de  observar la  respuesta  proliferativa  y de  producci6n  de  citoquinas

de una manera potente, los linfocitos fueron estimulados en ausencia de DCs con anti-

CD3.  Se  ha  reportado  que  una  estimulaci6n  potente  del  TCR  de  manera  policlonal

induce una alta respuesta inflamatoria del tipo Thl. Sin embargo, durante el desarrollo

de  este  seminario,  tambien  se  logr6  observar  una  expansion  de  linfocitos  Thl7  en

respuesta  a  este tipo  de  estimulo.  La  probabilidad  de  que  este  tipo  de  linfocitos  sea

positivo  para  ambos tipos de citoquinas es muy baja,  debido  a  la  regulaci6n  negativa

que ejerce cada subtipo de linfocito sobre el otro y a que se le ha otorgado una funci6n

reguladora  a  la  escasa  poblaci6n  en  una  estado  de  semi-diferenciaci6n  Thl7-Thl

debido  a  la  acci6n  de  lL-12  (Gesham  Magombedze,  2013).  Cuando  se  pulsaron  las

MPLA-DCs  con  distintas  fracciones  del  fluido  sinovial  de  pacientes  con  AR,  no  se

observ6  una  proliferaci6n diferencial debido a los distintos tratamientos y en todos los

casos  la  proliferaci6n  no  super6  a  la  alcanzada  el  ensayo  con  las  celulas  sin  cargar

incluso cuando se incluy6 como control PPD. La poblaci6n chilena es vacunada contra

la  tuberculosis,  por  lo  que  se  esperaba  una  respuesta  exacerbada  a  este  derivado

proteico. Sin embargo, los linfocitos de pacientes con AR no parecen reaccionar contra

el antigeno probablemente debido  a un enmascaramiento  de la serial en  respuesta  al

microambiente altamente inflamatorio que se esta creando en el cultivo /.n v/.fro o a que

la  estimulaci6n  par parfe  de  MPLA-DCs es  demasiado  alta,  por lo  que quizas  utilizar

una variedad  de  DC  no  madura  habrfa  proporcionado  un  sistema  mss  sensible  para

lograr observar   respuestas diferenciales  discretas.  Por otro  lado,  cuando  se  midi6  la

producci6n  de   lFN-v  en   los  experimentos  en   los  que  se  estimul6   a   las  DCs  con

fracciones  de  fluido  sinovial.  Ios  linfocitos  tanto  no  proliferantes  como  proliferantes

secretaron  mayores cantidades de esta  citoquina  en  comparaci6n  a  los experimentos

en que no se pulsaron  las  DCs, aunque ese aumento no haya alcanzado significancia
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estadfstica.  La mayor producci6n de lFN-v se alcanz6 cuando las DCs fueron pulsadas

con  la fracci6n  8  de  ambos  fluidos  sinoviales,  lo  que  podrfa  indicar que  esta  fracci6n

tiene  una  composici6n   similar  en   ambas  muestras.  Aunque  se  observ6  una  leve

producci6n  diferencial  no  sign.rficativa  de  lFN- v en  respuesta  a  los  distintos  estimulos

antigenicos,  esta  no  se  correlaciona  con  la  respuesta  proliferativa  de  linfocitos.  Este

fen6meno puede deberse  a  un proceso de  plasticidad  celular,  en el que  los linfocitos,

diferenciados o  no, adquieren caracteristicas de otro subtipo  linfocitario (Figura 9) y no

a  una   plasticidad   poblacional,   en   la  que  se  favorece  la  expansi6n   de  iin   subtipo

especlfico de linfocitos T y una anergia a apoptosis de los otros subtipos (Magombedze

y col, 2013).
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Figura  12  Plasticidad  celular  de  linfocitos  T  CD4+.  Los  linfocitos  T  CD4+  pueden
cambiar  desde  su  estado  diferencfado  hacia  otros  subtipos  linfocitarios  gracias  a  la
acci6n    de    combinaciones    de    djstintas    citoquinas    producidas    por    las    celulas
presentadoras de antigenos.  Imagen modificada de  Magombedze y col. 2013.
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Esta  teoria  se  veria  respaldada  por  la  capacidad  de  las  DCs  maduras  de

secretar  altos  niveles  de  lL-12  (Garcfa-Gonzalez  y  col.  2013).  Sin  embargo,  no  se

puede aseverar que este sea el caso, ya que las diferencias observadas no alcanzaron

significancia estadrstica con el N alcanzado en los experimentos.

Al analizar la secreci6n de  lL-17A en  respuesta a  la  estimulaci6n  antig6nica  no

se observaron diferencias significativas entre los  distintos tratamientos.  Es  interesante

notar  que  la  proporci6n  de  linfocitos  T  CD4+  para  esta  citoquina  es  menor  que  la

proporci6n  de  linfocitos T IFN-y+.  Es importante  recalcar,  que a pesar de no observar

diferencias   significativas   entre   los   tratamientos,   la   fracci6n   6   de   ambos   fluidos

sinoviales  probados  propici6  un  aumento  en  la  producci6n  de  lL-17A  en  todas  las

muestras  de  pacientes  con  AR,  lo  que  darl'a  evidencia  de  composiciones  proteicas

similares en ambos casos. Estos resultados, coinciden con que esta fracci6n es la que

produjo  la  menor cantidad  de  lFN-v  por  los  linfocitos,  concordante  con  la  capacidad

que  tiene  RORv-T de  apagar la  respuesta  del tipo  Thl.  Ademas,  esta fracci6n  serla

interesante  en  el  contexto  de  la  enfermedad  en  pacientes,  debido  a  que  la  AR  esta

controlada por el perfil inflamatorio Thl 7.

Finalmente, para medir si las sefiales observadas eran antigeno-especificas, se

utiliz6  un  anticuerpo  anti-MHC-ll,  capaz de bloquear la  presentaci6n  antigenica.  Es de

esta  manera  que  se  logr6  corroborar que  la  proliferaci6n  observada  no  era  antfgeno

especffica,  ya  que  no  disminuia  cuando  se  trat6  el  co-cultivo  con  el  bloqueador  de

MHC-ll. Sin embargo,  Ia producci6n de lFN-v si disminuy6 considerablemente en todas

las fracciones  probadas y la  producci6n  de  lL-17A disminuy6  levemente,  indicando  un

componente  basal de  su  producci6n  por parfe de  los  linfocitos de  pacientes con AR.

Ademas, esta pequefia disminuci6n no pudo ser revertida por el isotipo del anticuerpo.
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8.5 Proyecciones

A  pesar  de  no  haber  observado  diferencias  significativas  en  respuesta  a  la

estimulaci6n  con  antlgenos  de  fluido  sinovial,  se  logr6  evidenciar ciertas  tendencias

que harian pensar que mejorando algunas variables de los ensayos, como utilizar ST-

DCs a tolDCs se podrian  observar diferencias mss sutiles en cuanto a  la proliferaci6n

entre  distintas fracciones  de fluido  sinovial.  For otro  lado,  serla  interesante  averiguar

que  protelnas  estan  contenidas  en  las  fracciones  6  y  8  del  fluido  sinovial  mediante

espectrometria de masa acoplada a la separaci6n por intercambio ani6nico como ya se

ha  sido  realizado  en trabajos previos,  pero  esta vez con  fines de  encontrar protelnas

funcionales   para   una   posible   terapia   celular   (Kamphorst  y  co/.,   2007).   Una   vez

dilucidada  la  composici6n  de cada  fracci6n,  sintetizar las  protelnas ahi encontradas y

probarlas  en   un  sistema  similar  para  observar  su   capacidad  antig6nica.   De  esta

manera   se   podrfan   refinar   las   condiciones   cromatogfaficas   si   se   conocen   las

caracteristicas ffsico-quimicas de la  proteina en cuesti6n por lo que no se tendrfa que

recurrir a  t6cnicas que encarecerian  una  obtenci6n  antig6nica  como  lo  es  la  sintesis

proteica  a traves de  la  generaci6n de  proteinas  recombinantes.  De esta  manera,  uno

de  los  pasos  limitantes  para  la  generaci6n  de  terapias  celulares  en  contra  de  la AR

podria  verse  resuelta,  ya  que  la  bt]squeda  del  antigeno  adecuado  y  que  pueda  ser

purificado o sintetizado a bajos costos para la estimulaci6n de DCs ha sido un fema de

discusi6n desde que se las propuso coma una terapia curativa para la enfermedad.

Bajo  este  contexto,  y  debido  a  que  no  es  factible  trasladar  este  protocolo  a

ensayos con modelos animales, seria importante realizar estudios clfnicos para evaluar

la capacidad para mejorar la enfermedad por parte de las tolDCs generadas a partir del

protocolo descrito por Garcfa-Gonzalez y pulsadas con los antigenos aqui encontrados
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y obtenidos en condiciones GMP.  De esta manera, se podrfa elucidar los mecanismos

por  los  cuales  las  DCs  actuarian  /.r}  vivo,  contexto  en  el  que  la  inflamaci6n  podria

interferir  con   el   funcionamiento   observado   en   las   pruebas   /.n   v/.fro   y   afectar  su

estabilidad.
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9. CONCLUSIONES

-      Es  posible  separar  el  fluido  sinovial  de  pacientes  con  AR  en  al  menos  once

picos   proteicos   mediante   cromatografla   de   intercambio   ani6nico   con   las

condiciones utilizadas.

-     Tanto  el  FS  de  pacientes  con  AR  como  el  de  pacientes  con  OA  son  pobres

estimuladores  de  la  respuesta  proliferativa  de  linfocitos T  CD4+  en  PBMC  de

pacientes  con  AR  como  de  controles  sanos.  Sin  embargo,  se  observa  que  el

primer  FS  tiene  una  mayor capacidad  de  estimular  los  linfocitos  T  CD4+  de

pacientes que el FS de controles con OA, no asl los de donantes sanos.

-      Las   fracciones   proteicas   obtenidas   mediante  cromatografia   de   intercambio

ani6nico no induj.eron  proliferaci6n diferencial es linfocitos T CD4+ en  PBMC de

pacientes con AR.

-     Algunas   de   las   fracciones   proteicas   obtenidas   mediante   cromatograffa   de

intercambio ani6nico  son  capaces de inducir la  producci6n  de  lFN-v e  lL-17 en

linfocitos  T  CD4+  totales  de  pacientes  con  AR.  Sin  embargo,  Ias  diferencias

observadas  en  la  producci6n  de  citoquinas  no  varfan  significativamente  entre

los distintos tratamientos.
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