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Resumen

Las células dendriticas (DCs) son células presentadoras de antigeno que inician y
modulan respuestas inmunes. En funcién de su estado de maduracién son capaces de
inducir inmunidad o tolerancia. En su estado tolerogénico (tDCs), las DCs poseen el
potencial de ser empleadas como terapia celular en el control de enfermedades mediadas
por linfocitos T, de manera que ha incrementado el interés por generarlas ex vivo.
Recientemente nuestro grupo describié un protocolo de 5 dias para la generacion de
tDCs derivadas de monocitos, tratadas con dexametasona como agente inmuno-
modulador y monofosforil lipido A como estimulo de activacién (MPLA-tDCs), con
caracteristicas fenotipicas y funcionales tolerogénicas. Ahora bien, para su inclusién
como herramienta terapéutica es importante validar que son capaces de actuar en los
distintos niveles de una respuesta inmune. Bajo este contexto, en el presente trabajo se
estudiaron los efectos de las MPLA-tDCs sobre respuestas antigeno-especificas de
linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria, en términos de proliferacién y produccién de
citoquinas. Los resultados muestran que las MPLA-tDCs presentan una capacidad
reducida para inducir la proliferacién de linfocitos T CD4+ de memoria e inhiben la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias, promoviendo un estado de anergia. Por otro
lado, se demostré que las MPLA-tDCs son capaces de instruir a los linfocitos T CD4+
virgenes en un primer encuentro, reduciendo su proliferacion y secrecion de citoquinas

pro-inflamatorias frente a la re-estimulacion. Esta informacion sustenta que las MPLA-




tDCs son capaces de modular respuestas de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria en

una direccién pro-tolerogénica.




Abstract

Dendritic cells (DCs) are antigen-presenting cells that initiate and modulate
immune responses. Depending on their maturation state DCs are able to induce
immunity or tolerance. In their tolerogenic stage (tDCs), DCs are comsidered as
promising cell therapy for T cell-mediated pathology control, whereby the interest for
their ex vivo generation has been increased. Recently, we described a 5-day protocol for
generation of monocyte-derived tDCs using dexamethasone as immunomodulatory
agent and monophosphoryl lipid A as activation stimulus (MPLA-tDCs), with
phenotypic and functional tolerogenic characteristics. Now, for their inclusion as
therapeutic tool is important to validate that they are able to act at different levels of an
immune response. In this context, in this work we study the effects of MPLA-tDCS on
antigen-specific responses of naive and memory CD4+ T cells in terms of proliferation
and cytokine production. Results show that MPLA-tDCs have a reduced ability to
induce memory T cells proliferation and inhibit the pro-inflammatory cytokines
production, promoting an anergy state, Furthermore, it was demonstrated that MPLA-
tDCs are able to instruct naive T cells at the initial priming, reducing their proliferation
and pro-inflammatory cytokines secretion after re-stimulation. This data supports that
MPLA-DCs are able to modulate naive and memory CD4+ T cells responses in a pro-

tolerogenic direction.




Introduccion

El sistema inmunolégico esta conformado por diversos 6rganos, tejidos, células y
moléculas, que en conjunto constituyen una red de defensa natural para el organismo
frente a una amplia gama de agentes infecciosos, como son los hongos, las bacterias y
los virus. La cadena de eventos desencadenados para llevar a cabo esta funcién
protectora se conoce como respuesta inmune. Esta respuesta se basa principalmente en la
capacidad del sistema inmunitario de reconocer sustancias peligrosas, conocidas como
antigenos, y reaccionar. Bajo este contexto, se pueden distinguir respuestas de tipo
innata o adaptativa.

La respuesta inmune innata establece la primera linea de defensa del hospedero
frente a microorganismos, y esta constituida por: Barreras fisicas y quimicas, como los
epitelios y las sustancias antimicrobianas que se forman en su superficie; células
fagociticas (neutrofilos, macréfagos) y linfocitos citoliticos naturales (NK, natural
killer); proteinas sanguineas, como los factores del sistema del complemento y otros
mediadores de la inflamaci6n; y citoquinas, un tipo de proteinas encargadas de regular y
coordinar muchas de las actividades de las células que forman parte del sistema inmune
(Abbas & Lichman, 2007). Si bien estos mecanismos de defensa aportan un buen
esquema de proteccién, en ocasiones no son del todo suficientes y se requiere de un
sistema més potente y evolucionado, la inmunidad adaptativa.

Las respuestas inmunes adaptativas son altamente especificas y promueven el
desarrollo de memoria inmunoldgica, esto es, el despliegue de respuestas mds rapidas y

efectivas frente a un segundo encuentro con un mismo tipo de patdgeno. Sus principales




componentes son los linfocitos T CD4+ y CD8+ y los linfocitos B, junto con sus
productos de secrecion (citoquinas y anticuerpos) (Abbas & Lichman, 2007).

Ahora bien, en la prictica el sistema inmune funciona de forma unitaria e
integral, de manera que el desarrollo de una respuesta inmune eficiente resulta de la
interaccion entre la inmunidad innata y adaptativa. El vinculo entre ambas esta dado por
la presencia de células dendriticas (DCs), un grupo de células especializadas en la
presentacion de antigenos.

Si bien las DCs forman parte de la inmunidad innata, actuando como verdaderas
centinelas en los tejidos periféricos, en bilsqueda de agentes potencialmente daiiinos
para su captura, su funcién principal es la de procesar este material antigénico,
devolverlo a su superficie y presentarlo a células especializadas del sistema inmune

adaptativo, los linfocitos T (Murphy y col., 2007).

- Células dendriticas.

Las células dendriticas constituyen un grupo heterogéneo de células en cuanto a
su localizacion, fenotipo, y funcién (Guermonprez y col., 2002). Se han identificado
diferentes subtipos de DCs: De origen mieloide, como las células de Langerhans,
presentes en la epidermis y membranas mucosas; las DCs intersticiales, de los érganos
parenquimatosos; las DCs interdigitantes, presentes en dreas ricas en linfocitos T de los
ganglios linfiticos y el bazo; las DCs circulantes, de sangre periférica; vy las DCs de
origen linfoide, que se encuentran en los foliculos de los linfocitos B de los érganos

linfoides secundarios (Wright-Browne y col., 1997).




En estado fisiologico normal, los diferentes subtipos de DCs llevan a cabo sus
respectivas funciones de acuerdo a su ubicacion anatémica (Schikel y col., 2009).

Las DCs tienen la capacidad de responder a seifiales de peligro, pues expresan
receptores de tipo “toll” (TLR, toll-like receptors), principalmente TLR-2, TLR-3, TLR-
4, TL-5, TLR-8 y TLR-9, los cuales son especificos para una amplia diversidad de
moléculas microbianas, denominadas patrones moleculares asociados a patSgenos
(PAMPs). Dentro de estos, encontramos lipoproteinas derivadas de procariotas,
flagelina, histidina-guanosina fosfato (CpG) del DNA bacterial, oligonucléotidos
(ODN), doble hebra de RNA viral (dsRNA), y carbohidratos bacterianos como
lipopolisacaridos (LPS) o manosa, enfre otros (Warncke y col., 2006). En respuesta a
estos estimulos, las DCs inmaduras residentes en los tejidos periféricos se movilizan,
capturan el material antigénico, lo procesan en péptidos mds simples, mientras viajan a
los 6rganos linfoides secundarios, en donde se completa su maduracién, y los presentan
en el contexto de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) a
linfocitos T (Revy y col., 2001). Los péptidos exdgenos son presentados en moléculas
del MHC de clase II, mientras que los antigenos endégenos (de componentes propios o
virus), en moléculas del MHC de clase I (Shortman & Liu Yong-jun, 2002).

Este proceso coordinado de activacién, maduracion y migracién de Jas DCs hacia
los 6rganos linfoides implica a su vez una serie de cambios morfoldgicos. En estado
inmaduro, las DCs se caracterizan por presentar una alta capacidad fagocitica (Sallusto y
col,, 1995); expresar receptores de quimioquinas asociados a la migracién hacia los
sitios de inflamacién (Lanzavecchia & Sallusto, 2001); y tener una baja expresién de

moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, moléculas activadoras funcionales




como CD40 y moléculas del MHC de clase II, de manera que tienen un potencial
activador de linfocitos T muy bajo (Steinman y col., 1999). Una vez internalizado el
antigeno, comienza el proceso de maduracion de las DCs, que trae consigo una
disminucién de su capacidad fagocitica; un incremento en la expresién de receptores de
quimioquinas, como CCR7, relacionados con la migracién hacia los nodulos linfiticos:
un aumento en la expresion de moléculas coestimuladoras y moléculas de adhesion
(Ueno y col., 2007); y un perfil de secrecién de citoquinas y quimioquinas asociadas a la
iniciacién y/o amplificacion de respuestas mediadas por linfocitos T y B, tales como, la
diferenciacién de linfocitos T CD4+ hacia diferentes fenotipos celulares; Ia activacion e
incremento de la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+; la maduracién de
linfocitos B, el cambio de clase de inmunoglobulina y la produccién de anticuerpos

(Wallet y col., 2005).

- Linfocitos T.

Los linfocitos T se desarrollan y diferencian en el timo a partir de células
progenitoras originadas en la médula 6sea, y atraviesan una fase de maduracién
compleja definida por diversas etapas, en las cuales adquicren las caracteristicas
funcionales y fenotipicas de una célula madura. De esta manera, se gatilla la expresién
de receptores de células T (TCR), para el reconocimiento del antigeno, y moléculas de
superficie accesorias CD4 (caracteristica de linfocitos T de tipo “helper” o

colaboradores) o CD8 (presente en linfocitos T citotéxicos) (Abbas & Lichman, 2007).




Una vez que estas c€lulas han madurado completamente, reciben el nombre de
linfocitos T virgenes (caracterizados por no haberse encontrado nunca con alglin
antigeno extrafio), los cuales migran a colonizar los érganos linfoides secundarios.

Durante el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa (Fig. 1), los linfocitos
T virgenes son activados por las DCs, mediante la presentacion de antigenos capturados
en la periferia. A raiz de esta interaccién se gatilla la expansién clonal de los linfocitos
T, esto es, la proliferacion de los clones linfocitarios especificos para el antigeno que
origind la respuesta. Posteriormente, se genera la diferenciacion de las progenies de
linfocitos T tanto a células efectoras, que llevan a cabo la eliminacién del antigeno,
como a células de memoria. Frente al control y eliminacién del antigeno, la respuesta
inmune comienza a menguar, a fin de recuperar la homeostasis inmune, a través de la
muerte por apoptosis de un gran nimero de linfocitos, una vez que han cumplido su
funcién (Abbas & Lichman, 2007).

Aquellas células que se diferencian a células de memoria, poseen la funcién de
intervenir en respuestas répidas y de mejor calidad (respuestas secundarias) tras
exposiciones posteriores al mismo antigeno (Sprent & Charles, 2002). Los linfocitos T
de memoria pueden sobrevivir muchos afios en un estado latente desde el punto de vista
funcional o con un ritmo de division lento luego de la eliminacion del antigeno, Su
expresion de protefnas de superficie los distingue de los linfocitos T virgenes y efectores
recién activados: Los linfocitos T de memoria y virgenes expresan grandes cantidades de
receptores para IL-7, al contrario de los linfocitos T efectores. Los linfocitos T de
memoria también expresan altos niveles de integrinas pl y B2, CD44, CD54 y CD58 en

comparacion a las células virgenes (Hamann y col., 1997). Sin embargo, pierden la




expresion de CD62L y CCR7, moléculas asociadas a la migracion hacia los nédulos
linfaticos, mientras los linfocitos T virgenes las expresan de manera uniforme (Sallusto
y col., 1999).

No obstante los marcadores descritos, CD45, una fosfatasa-tirosina que regula la
seflalizacion a través del TCR y el receptor de ciertas citoquinas (Irie-Sasaki y col.,
2001), es uno de los marcadores de superficie mas usado para la discriminacion entre
linfocitos T de memoria y virgenes. Se han identificado miltiples isoformas de esta
molécula, de modo que mientras las células T virgenes expresan la isoforma CD45RA,

las de memoria expresan CD45RO (Berard & Tough, 2002).

Figura 1. Fases de una respuesta inmune adaptable. Las fases de una
respuesta inmune adaptable comienzan con el reconocimiento del antigeno, seguido de
la activacion y fase efectora de los linfocitos T y B, hasta conseguir la homeostasis del
sistema inmune y finalmente preservar la memoria inmunoldgica (Adaptada de Abbas
AK and Lichman AH. Cellular and molecular immunology, 2007).




- Interaccion célula dendritica-linfocito T.

Los linfocitos T CD4+ tienen un papel central en la labor protectora del sistema
inmune, a través del desarrollo de distintas tareas: Contribuyen en la produccién de
anticuerpos por los linfocitos B; estimulan a los macréfagos a mejorar su actividad
microbicida; participan en el reclutamiento de neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos a los
sitios de infeccion e inflamaci6n; y orquestan el desarrollo de una respuesta inmune
mediante la liberacion de diversas citoquinas y quimioquinas. A su vez, los linfocitos T
CD8+ ejercen una funcién citotdxica, mediante la destruccién de células blanco que han
sido infectadas intracelularmente (Abbas & Lichman, 2007).

Para poder llevar a cabo sus diferentes funciones, los linfocitos T deben ser
activados por células presentadoras de antigeno (CPAs). Bajo este contexto, una vez que
las DCs, CPAs profesionales, capturan el antigeno en la periferia y lo degradan en
péptidos antigénicos mds simples capaces de unirse al MHC-de clase I o de clase II,
viajan hacia los nédulos linfaticos donde interactian con los linfocitos T CD8+ y CD4+,
respectivamente. La activacion de los linfocitos T por las DCs requiere de un contacto
denominado “sinapsis inmunoldgica” (Van Gisbergen y col, 2005) y de tres sefiales
independientes: 1) EI reconocimiento del complejo péptido-MHC en las DCs, por el
receptor de los linfocitos T (TCR); 2) La interaccién entre moléculas de coestimulacion
expresadas en las DCs y sus respectivos ligandos en los linfocitos T; 3) El
microambiente en el cual ocurre la interaccion dado por las citoquinas secretadas por las

DCs (Fig. 2).
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Figura 2. Sinapsis inmunolégica. Fase de reconocimiento del antigeno, en la cual
se establece el contacto entre la DC y el linfocito T. Las DCs activan a los linfocitos T a
través de 3 sefiales independientes: La interaccion entre el complejo MHC / péptido y el
TCR (serial 1); la interaccion entre diversas moléculas coestimuladoras y accesorias y
sus ligandos en la célula T (sefial 2); y la secrecion de citoquinas por las DCs (seial 3).

Se ha visto que las DCs son las unicas CPAs capaces de activar linfocitos T
CD4+ virgenes (Th0), y que dependiendo de su estado de maduracion y del perfil de
citoquinas secretado, pueden determinar su diferenciacion hacia distintos subtipos
celulares (Fig. 3): Linfocitos T cooperadores o “helper” de tipo 1 (Thl), de tipo 2 (Th2),
de tipo 17 (Th17) o linfocitos T reguladores inducidos (iTreg) (Zhou y col., 2009).

Un microambiente enriquecido en IL-12, promueve la polarizacion de respuestas
de linfocitos T CD4+ virgenes hacia un fenotipo Thl. Estas células participan en
respuestas inmunes contra patdgenos intracelulares (Paul & Seder, 1994) y se
caracterizan porque sus principales productos de secrecién son IFN-y e IL-2 y regulan
positivamente el factor de transcripcion t-bet (Szabo y col, 2000).

La presencia de IL-4 e IL-2 en el medio promueve la diferenciacion de linfocitos

ThO hacia un perfil Th2, mediador de la defensa del organismo contra parasitos
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extracelulares (Kopf'y col., 1993) y de respuestas inmunes humorales (Zhu y col., 2001).
Linfocitos con este fenotipo son secretores de IL-4, IL-5, IL-13 ¢ IL-10 y expresan altos
niveles del factor de transcripcion GATA-3 (Weaver y col., 2006).

La secrecién de TGF-p e IL-6 por las DCs, induce la diferenciacién de linfocitos
T CD4+ virgenes hacia células Thl7, un grupo celular reconocido recientemente,
mediador de respuestas inmunes contra bacterias extracelulares y hongos (Ivanov y col.,
2006). Los linfocitos Th17 producen IL-17A, IL-17F, IL-21, e IL-22 y su factor de
transcripcion caracteristico es RORyt (Sakaguchi y col., 2004).

Finalmente, para la diferenciacion celular hacia linfocitos T reguladores (Tregs),
centrales en la mantencién de la tolerancia frente a lo propio y la regulacién de
respuestas inmunes (Fontenot y col., 2003) es necesaria la presencia de IL-10 6 TGF-B e
IL-2 en el microambiente. Los linfocitos T reguladores (Treg) presentan altos niveles de
Foxp3 y son secretores de IL-10 y TGF-B (Chen y col., 1994). Dentro de los linfocitos
reguladores se han descubierto otros subtipos celulares, incluyendo las células Th3 y
TRI, productoras de altos niveles de TGF-B e IL-10, respectivamente (Groux y col.,

1997).
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Thl Th2 Th17 ifreg
T-bet GATA3 R(f)Ryt Foxp3
IFN -y IL-4 IL-21 TGF-§
IL-2 IL.5 IL-1"a IL-10
IL-13 IL-17f IL-35
IL-10 IL-22

Figura 3. Polarizacion de respuestas de linfocitos T CD4+. Las DCs activan
a los linfocitos T CD4+ virgenes, y dependiendo de las citoquinas que secretan, dirigen
su diferenciacion hacia 4 posibles subtipos celulares: Linfocitos Thl, Th2. Th17 o
reguladores, cada uno de los cuales presenta un perfil de secrecién de citoquinas y factor
de transcripcion caracteristicos.

- Células dendriticas y tolerancia.

Junto con ser importantes en el control de la magnitud e intensidad de una
respuesta inmune, las DCs juegan un papel trascendental en su modulacién, actuando
como mediadoras elementales en el desarrollo de tolerancia periférica y en la
mantencion de la homeostasis inmune (Lipscomb & Masten, 2002). El despliegue de
estas funciones diametralmente distintas estd relacionado con el estado de maduracion

de las DCs, de manera que mientras las células dendriticas inmaduras (iDCs) son

capaces de generar una respuesta de tolerancia y, por ende, son consideradas
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tolerogénicas (tDCs), las maduras son, por el contrario, inmunogénicas y asociadas a la
induccién de respuestas efectoras (Steinman y col., 2003).

El principal mecanismo de inducci6n de tolerancia que posee el sistema inmune
se lleva a cabo en el timo y se conoce como tolerancia central (Starr y col., 2003). A
través de ésta, los timocitos (o linfocitos T inmaduros) que reconocen con alta afinidad
antigenos derivados de protefnas endogenas, son eliminados (seleccién negativa).
Aquellos linfocitos T autorreactivos que escapan a este proceso y salen a la periferia, se
enfrentan a un segundo mecanismo de tolerancia, la tolerancia periférica. Este proceso
es llevado a cabo por las iDCs, las cuales tienen la capacidad de internalizar antigenos
para procesarlos, y en ausencia de sefiales de coestimulacién, presentarlos a linfocitos T
virgenes (Lanzavecchia & Sallusto, 2001).

Dentro de los mecanismos por los cuales las DCs inducen tolerancia, se incluyen:
(1) Deleci6n de células T; (2) Induccién de anergia en células T; (3) Desviacién en el
perfil de producci6n de citoquinas de células T; (4) Inducci6n de Tregs (Steinman y col.,
2003).

En la actualidad ha incrementado el interés por explorar las caracteristicas
tolerogénicas de las DCs con fines biomédicos (Lipscomb & Masten, 2002}, tanto en la
promocion de tolerancia a trasplantes como en la modulacién de patologias
autoinmunes,

Si bien los mecanismos por los cuales se gatilla y se mantiene una respuesta
inmunolégica anémala frente a “lo propio” no estdn del todo esclarecidos, es sabido que
las células T son uno de los principales mediadores de este fenémeno, a través de

respuestas no deseadas frente a auto-antigenos. Es por esto que se han disefiado
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diferentes estrategias sustentadas en la utilizacién de tDCs generadas ex vivo capaces de
procesar potenciales auto-antigenos y presentarlos a linfocitos T CD4+ autorreactivos en
un contexto de tolerancia, y asi evitar respuestas auto-inmunes aberrantes.

La generacion in vitro de DCs con propiedades tolerogénicas y su uso en
modelos murinos de trasplante (Lutz y col., 2000) y de enfermedades autoinmunes como
la artritis inducida por coldgeno (CIA) (Healy y col., 2008; Salazar y col., 2008),
diabetes (Adorini y col., 2003) y encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)
(Chorny y col., 2005) han demostrado que son capaces de inhibir respuestas inmunes
destructivas mediadas por linfocitos T CD4+. Ahora bien, pese a que estos resultados
son bastante promisorios, los modelos animales no reflejan completamente el escenario
de una enfermedad autoinmune en humanos, por lo cual la seguridad, factibilidad y
efectividad de una terapia basada en tDCs debe ser corroborada por estudios clinicos.
Bajo este contexto, en el afio 2011 se llevaron a cabo dos ensayos clinicos de fase 1
utilizando tDCs: El primero en pacientes con diabetes tipo 1 (Giannoukakis y col.,
2011), y el segundo en pacientes con artritis reumatoide (Thomas y col,, 2011). En
ambos casos el tratamiento fue bien tolerado por los pacientes, sin efectos secundarios,
pero no se observd gran mejoria en la respuesta inflamatoria a nivel sistémico. Esto mds
que nada demuestra que Ja administracién de estas células es segura, lo cual representa
un importante avance en el drea y la base para seguir investigando al respecto y llevar a

cabo estudios en los cuales se ratifique su eficacia.
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- Generaci6n in vitro de células dendriticas tolerogénicas.

Las propiedades tolerogénicas de las iDCs han sido documentadas en humanos,
donde se ha visto que es factible inducir tolerancia antigénica sobre linfocitos T
especificos (Dhodapkar y col., 2001). Sin embargo, el empleo de estas iDCs en clinica
presenta el inconveniente de que su fenotipo pudiera ser inestable, es decir, que in vivo
experimenten un proceso de maduracién en respuesta al ambiente pro-inflamatorio que
caracteriza a ciertas enfermedades y, como resuitado, se vuelvan inmunogénicas,
estimulando una respuesta descontrolada de linfocitos T. Por consiguiente, como las
iDCs no son seguras para su uso terapéutico, se han desarrollado diversas estrategias
para la obtenci6n de tDCs fenotipicamente estables, en biisqueda de protocolos que sean
reproducibles y permitan la obtencién de células de alta pureza y viabilidad, aspectos
indispensables para su aplicacion terapéutica en humanos.

Hasta el momento el método mds ampliamente utilizado para la obtencién de
DCs, es la diferenciacién de monocitos in vitro cultivados en presencia de GM-CSF e
IL-4 durante 7 dias (Sallusto y Lanzavecchia, 1994). A su vez, la induccién de un
fenotipo tolerogénico se ha llevado a cabo por diversos métodos, dentro de los cuales se
incluyen: Modificacion genética, por ejemplo, a través del uso de RNA interferente para
el bloqueo de moléculas como CD40, CD80, CD86, RelB o IL-12 p35 (Zheng y col,,
2010); modulacién con firmacos inmunosupresores y anti-inflamatorios como el cido
acetilsalicilico, vitamina D3, resveratrol y glucocorticoides como la dexametasona
(Anderson y col., 2008; Buckland y col,, 2006; Svajger y col., 2010); y tratamiento con
citoquinas anti-inflamatorias, como IL-10, TGF-B e IFN-y (Fu y col,, 2009; Torres-

Aguilar y col., 2010; Sato y col., 2003).
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Si bien dependiendo de la estrategia utilizada, las propiedades de las tDCs
generadas pueden variar, en general mantienen las siguientes caracteristicas: baja
expresion de moléculas coestimuladoras y de presentacién antigénica; baja secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias como IL-12, 1L-23, IL-6 y TNF-q, y elevada produccién de
citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B, junto con la habilidad de suprimir
respuestas T efectoras (Steinbrink y col., 2002; Hilkens y col., 2010).

Recientemente se ha estudiado una nueva variante en la generacitn de tDCs, la
denominada “activacién alternativa” (Lan y col., 2006) en la cual DCs que en primera
instancia han sido tratadas con agentes inmuno-moduladores, reciben a su vez un
estfmulo de activacién/maduracion, como el LPS (Lan y col., 2006), de manera de que
sin perder sus propiedades tolerogénicas, se potencie su capacidad presentadora de
antigenos y la expresion de moléculas asociadas a la migracion hacia los linfonodos
secundarios, €l lugar fisico donde finalmente se encontrardn con los linfocitos T y
podrén gjercer su funcién moduladora (Anderson y col., 2009; Lau y col., 2008).

En nuestro laboratorio se ha descrito un protocolo de 5 dias para la generacién de
tDCs estables, a través de un tratamiento combinado con dexametasona, como agente
inmuno-modulador y monofosforil lipido A (MPLA-tDCs), como estimulo de activacion
(Garcia-Gonzalez y col., 2013).

La dexametasona s un glucocorticoide ampliamente investigado por sus efectos
moduladores sobre las DCs (Kooten y col., 2009), que actia inhibiendo la via del NF-
kB, una de las principales vias de sefializacién relacionadas con la maduracién de las
DCs. Su administracién trae consigo una disminucién en la expresién de moléculas

coestimuladoras (CD80 y CD86), activadoras funcionales (CD40), de maduracién
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(CD83), de presentacién antigénica (MHC-II) y de migracion hacia los linfonodos
secundarios (CCR7). Ademds, las DCs muestran una baja produccién de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-12, una elevada produccién de IL-10, y una capacidad alo-
estimuladora disminuida (Garcia-Gonzalez y col., 2013).

Por su parte, el monofosforil lipido A (MPLA) es un andlogo no téxico del LPS,
que actia a nivel del TLR-2 y del TLR-4. Se ha visto que induce la secrecién de altos
niveles de IL-10 y bajos de IL-12, potenciando la capacidad presentadora de antigenos y
migratoria de las DCs (Garcia-Gonzélez y col., 2013).

En comparacién con ofras tDCs, la estrategia utilizada para la generacion de
MPLA-tDCs, mediante la combinacién de los agentes mencionados, induce la secrecién
de altos niveles de IL-10, de manera que se potencia su efecto tolerogénico y anti-
inflamatorio; y se sustenta en el uso de compuestos que cumplen con las condiciones
clinicas adecuadas para su potencial aplicacién como terapia celular en humanos, como
ocurre con el reemplazo del LPS por MPLA.

Ahora bien, para validar la utilizacién de las MPLA-tDCs como herramienta
inmuno-terapéutica, es importante confirmar que son capaces de actuar en los diferentes
niveles de una respuesta inmune, ya sea, dirigiendo la diferenciacién de linfocitos T
virgenes hacia un perfil regulador, en respuesta a potenciales auto-antigenos;
controlando el desarrollo de respuestas inmunes efectoras en el mismo escenario; e
interviniendo en el despliegue de respuestas efectoras por parte de los linfocitos T de
memoria.

En la literatura se han reportado diferentes estudios sobre los efectos de DCs

tolerogénicas (tDCs) inmuno-moduladas con dexametasona sobre linfocitos T CD4+
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virgenes y de memoria (todos llevados a cabo utilizando poblaciones celulares
alogénicas, esto es, provenientes de donantes distintos). Por un lado, se ha visto que
estas tDCs son capaces de volver hipo-respondedoras a ambas sub-poblaciones de
linfocitos T, frente a la re-estimulacién con DCs maduras (mDCs) (Woltman y col.,
2006), mientras que por otro lado, se ha estipulado que tDCs generadas con
dexametasona sola o en combinacién con vitamina D3 y LPS, son capaces de modular
diferencialmente respuestas de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria, induciendo la
diferenciacién de los primeros hacia un perfil regulador, productor de IL-10 (Unger y
col., 2009; Anderson y col., 2008) y un estado de anergia en los segundos, en términos
de proliferacion y producci6n de citoquinas (Anderson y col., 2008).

En base a lo mencionado anteriormente, el presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar los efectos de células dendriticas tolerogénicas humanas inmuno-moduladas con
dexametasona y activadas con MPLA (MPLA-tDCs) sobre respuestas antigeno-
especificas de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria, utilizando células provenientes
de un mismo individuo (modelo autdlogo).

El conocimiento adquirido permitird establecer la efectividad de accién de las
MPLA-tDCs sobre los diferentes niveles de una respuesta inmune, y de esta forma
avanzar en la validacién de su implementacién como terapia celular en el tratamiento de

enfermedades auto-inmunes mediadas por células T, como la artritis reumatoide.
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Hipotesis

Células dendriticas humanas inmuno-moduladas con dexametasona y activadas

con monofosforil lipido A (MPLA) poseen propiedades tolerogénicas y la capacidad de

modular respuestas antigeno-especificas de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria.
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Objetivos

Objetivo General:
Estudiar los efectos de células dendriticas tolerogénicas humanas inmuno-
moduladas con dexametasona y activadas con MPLA sobre respuestas antigeno-

especificas de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria.

Objetivos Especificos:

1) Generar células dendriticas tolerogénicas activadas, mediante un tratamiento
combinado con dexametasona y MPLA (MPLA-tDCs).

2) Estudiar los efectos de las MPLA-tDCs sobre respuestas antigeno-especificas de
linfocitos T CD4+ de memoria, en cuanto a su capacidad proliferativa y patrén de
citoquinas producidas.

3) Estudiar los efectos de las MPLA-tDCs sobre respuestas antigeno-especificas de
linfocitos T CD4+ virgenes, evaluando proliferacion, el perfil de citoquinas secretadas

y la expresién de moléculas caracteristicas.
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Materiales y Métodos

-

- Purificacién de poblaciones celulares a partir de sangre periférica.

Muestras de concentrados leucocitarios (buffy coats) de donantes sanos fiteron
obtenidas desde ¢l Banco de Sangre del Hospital Clinico de la Universidad de Chile,
previa firma de un consentimiento informado por parte de los individuos involucrados.
Desde una misma muestra, se purificaron monocitos y células mononucleares de sangre
periférica (PBMC). Los monocitos fueron aislados por seleccion negativa, utilizando el
kit de enriquecimiento RosetteSep® Human Monocyte Enrichment Cocltail (StemCell
Technologies, Vancouver, Canadd) y un gradiente de densidad de Ficoll-Paque (GE
Healthcare Bio-Sciences Corp, Piscataway, NJ, USA), de acuerdo al protocolo
establecido por el fabricante. La obtencién de PBMC se llevé a cabo por medio de un
gradiente de Ficoll-Paque, y a partir de esta poblacién celular se purificaron linfocitos T
virgenes CD4"CD45RA™RO" 0 de memoria CD4"CD45RO'RA” segiin filera necesario,
utilizando el %t de aislamiento por selecci6n magnética negativa EasySep® (StemCell
Technologies, Vancouver, Canad4), para linfocitos T CD4+ virgenes o de memoria,
respectivamente. La pureza de las diferentes poblaciones celulares aisladas se evalué por
inmuno-tincién de moléculas de superficie caracteristicas, con anticuerpos conjugados a
los fluorocromos disponibles, para su posterior andlisis por citometria de flujo, De esta
manera, los monocitos purificados se tifieron con anti-CD14 FITC, mientras que los
linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria, con anticuerpos anti-CD4 APC, anti-

CDA435RO FITC y anti-CD45RA PE.
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- Generacion de células dendriticas.

Para la generacion de DCs humanas, a partir de la diferenciacion in vitro de
monocitos, se utilizo un protocolo de 5 dias previamente estandarizado en el laboratorio
(Fig. 4) (Garcia-Gonzilez y col., 2013). Monocitos aislados de sangre periférica se
cultivaron (2-3x10° células/mL) a 37°C y 5%CO, en medio AIM-V (GIBCO, USA)
suplementado con rhGM-CSF y rhIL-4 (eBioscience, USA) a una concentracion de 500
U/mL. Tras 3 dias de cultivo, se realizo un cambio de medio y adicién de citoquinas
frescas. Para la generacion de MPLA-tDCs, al tercer dia las células fueron tratadas con
dexametasona (1puM, Sigma-Aldrich, USA) como agente inmuno-modulador, y al dia 4
con MPLA (I pg/mL, Avanti Polar Lipids Inc, USA) como agente de activacion. Se
utilizaron 3 controles: Células sin tratar (iDCs); células tratadas solo con dexametasona
(tDCs); y células tratadas solo con MPLA (mDCs). Al quinto dia de cultivo, las DCs

generadas fueron cosechadas, lavadas con PBS1X y preparadas para analisis posteriores.
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Figura 4. Protocolo de 5 dias para la generacion de células dendriticas
(DCs). Monocitos purificados de sangre periférica se cultivaron en AIM-V en presencia
de IL-4 y GM-CSF. Para la induccion de un perfil tolerogénico, se adiciond
dexametasona al dia 3 de cultivo, generando DCs tolerogénicas (tDCs). 24h después se
agregd MPLA para la obtencion de DCs maduras (mDCs) o tolerogénicas activadas
(MPLA-tDCs). Como control, se dejaron DCs inmaduras sin tratar (iDCs).
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- Caracterizacion fenotipica de células dendriticas.

La expresion de diversas moléculas de superficie, se evalué por citometria de
flujo. Para tales efectos, 2x10° DCs en 100pL de PBS1X 10% SFB se incubaron a 4°C
durante 30 minutos con los anticuerpos de interés conjugados a los fluorocromos
disponibles: anti-CD11c APC, anti-CD14 FITC, anti-CD40 PE, anti-CD80 FITC, anti-
CD83 FITC, anti-CD86 PE, anti-MHC-II FITC (eBioscience, USA). Pasados los 30
minutos, las células se lavaron con PBS1X 3% SFB y se resuspendieron en buffer de
fijacion (eBioscience, USA) para su posterior anélisis por citometria de flujo, Para la
recoleccién de datos se utilizé el equipo FACSCalibur™ (Becton Dickinson, CA, EUA)
y el software CELLQuest™, mientras que el andlisis de datos se llevé a cabo con el
programa Weasel. Por otro lado, también se evalué la viabilidad celular de las DCs
sometidas a distintos tratamientos, mediante una tincién de anexina V y 7-AAD

(eBioscience, USA).

- Evaluaci6n de la capacidad endocitica de células dendriticas.

A fin de evaluar la capacidad endocitica de las DCs generadas bajo distintos
fratamientos, éstas fueron pulsadas con el péptido sintético dextran conjugado a FITC
(40KDa, Molecular PROBES, Leiden Netherland) & una concentracién de 1 mg/mL, por
distintos periodos de tiempo (1/2, 1, 2 y 4 horas), en oscuridad y a 37°C. A su vez, para
determinar la endocitosis no especifica de dextran por parte de las DCs, como control

negativo, otro grupo fue incubado a 4°C, en las mismas condiciones. Transcurrido el
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tiempo de incubacién, las células fiueron lavadas con PBS1X frio y resuspendidas en

butfer de fijacién (eBioscience), para su posterior analisis por citometria de flujo.

- Ensayos de proliferacién antigeno-especificos.

Para la realizacién de ensayos funcionales antigeno-especificos, al dia 4 de
generacion de las DCs, éstas fueron pulsadas con PPD (Derivado proteico purificado de
tuberculina, Staten Serum Institute, Copenhagen, Denmark) (1 pg/mL), como fitente
antigénica. En el caso de las células que recibirian un estimulo de maduracién (MPLA-
tDCs y mDCS), la adicidén del antigeno fue realizada 4 horas antes del tratamiento con
MPLA (1 pg/mL) (Fig. 5). Al dia 5, las DCs sin pulsar (como control) y pulsadas con
PPD (3x10* células/100pL), tras ser lavadas y resuspendidas en RPMI 10% suero AB,
se co-cultivaron con linfocitos T CD4+ virgenes o de memoria autélogos, previamente
tefiidos con la molécula fluorescente CFSE a una concentracién de 5uM (Sigma-
Aldrich), en una relacién DCs/LT de 1:10 o 1:5 respectivamente, a 37°C y 5%CO,, por 6
dias (Fig. 5). Como control positivo de proliferacion 2x10° linfocitos T CD4-+100puL se
estimularon con anti-CD3 (clon OKT3, eBioscience); y como control negativo, se
dejaron linfocitos T CD4+ sin estimular, incubados sélo en presencia de medio de
cultivo. Al sexto dia de co-cultivo, se recuperaron las células y se tifieron con anti-CD4
PE (eBioscience), siguiendo el protocolo de tincién extracelular detallado anteriormente.
EI andlisis de proliferacién se realizé por citometria de flujo, evaluando la dilucién de
CFSE en linfocitos T CD4+. A su vez, se evalu6 la viabilidad celular de los linfocitos,

por medic de una tincion combinada de anexina V y 7-AAD (eBioscience).
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- Evaluaci6n del perfil de produccién de citoquinas de linfocitos T CD4+ co-
cultivados con células dendriticas.

Para la deteccién de citoquinas intracelulares producidas por los linfocitos T
CD4H+, tras 6 dias de co-cultivo con las DCs, se estimularon con PMA (Sigma-Aldrich)
(50 ng/ml} e ionomicina (Sigma-Aldrich} (1 pg/mL) y se trataron con brefeldina A
(eBioscience) (1 ul/ mL} durante 5 horas, a 37°C, dejando como control células tratadas
s6lo con brefeldina A. Transcurridas las 5 horas, se recuperaron las células y se tifieron
extracelularmente con anti-CD4 PE (eBioscience, USA), tal como se menciond
anteriormente. A continuacion se procedié a realizar la tincién intracelular; para tales
efectos, las células se resuspendieron en buffer fixation/permeabilization (eBioscience) y
se incubaron a 4°C por 30 minutos, en oscuridad. Pasado este tiempo, se lavaron con
buffer permwash (eBioscience) y se realizé la tincién intracelular con los anticuerpos de
interés conjugados a los fluorocromos disponibles: anti-IFNy PE-Cy7 y anti-IL-17 APC,
por 30 minutos a 4°C. Una vez cumplido el tiempo de incubacidn, las células se lavaron
con buffer permwash y se resuspendieron en buffer FACS (eBioscience, USA) para su

posterior analisis por citometria de flujo.

Por otro lado, la deteccion de IL-10 secretada se determiné mediante ensayos de
ELISA tipo sandwich (eBioscience, EUA) de los sobrenadantes recolectados de los co-
cultivos al dia 6, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. La recoleccién de

datos se Ilevd a cabo utilizando el lector de ELISA 3550 BioRad (Bedford, MA, USA).
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Figura 5. Co-cultivo autélogo de linfocitos T CD4+ y células dendriticas
(DCs). DCs generadas a partir de monocitos, y sometidas a distintos tratamientos,
fueron pulsadas con PPD y co-cultivadas con linfocitos T CD4+ virgenes o de memoria
aislados de PBMC del mismo donante.

- Ensayos de re-estimulacion de linfocitos T.

Se realizaron co-cultivos de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria sin ser
tefiidos con CFSE, con DCs sometidas a los distintos tratamientos (iDCs, tDCs, MPLA-
tDCs y mDCs). A fin de evaluar los efectos funcionales de este primer encuentro de las
DCs sobre las células T, se recuperaron los linfocitos del co-cultivo primario, se lavaron
con medio de cultivo, se tifieron con CFSE (5uM), y se re-estimularon con mDCs del
mismo donante pulsadas con PPD (Fig. 6), en una relacion DCs/LT 1:10 para el caso de
los linfocitos T CD4+ virgenes, y 1:5 para los de memoria, por 4 dias a 37°C y 5%CO-.
En el caso de los linfocitos T CD4+ virgenes, en paralelo la re-estimulacion se realizo de
manera policlonal utilizando anti-CD3 (clon OKT3, eBioscience), en ausencia de DCs.

Al cuarto dia de co-cultivo, se estimularon las células con PMA/ionomicina junto a un

tratamiento con brefeldina A durante 5 horas, de tal forma de evaluar la produccion de
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IFNy por tincion intracelular. A su vez, para la deteccion de IL-10 secretada se
realizaron ensayos de ELISA tipo sandwich (eBioscience, EUA) de los sobrenadantes

recolectados de los co-cultivos al dia 4, tal como se menciond anteriormente.
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Figura 6. Ensayo de re-estimulacion de linfocitos T CD4+. Células
dendriticas (DCs) generadas a partir de monocitos, y sometidas a distintos tratamientos,
fueron pulsadas con PPD y co-cultivadas con linfocitos T CD4+ virgenes o de memoria
aislados del mismo donante. Para ensayos de re-estimulacién, se recuperaron estos
linfocitos, se lavaron y se co-cultivaron con DCs maduras autélogas pulsadas con PPD.

- Evaluacion de la presencia de poblaciones T reguladoras en el co-cultivo.
Para la evaluacion de la presencia de poblaciones T reguladoras en cultivo, al
cuarto dia de re-estimulacion con mDCs pulsadas con PPD, se recuperaron las células y
se tifieron extracelularmente con anti-CD4 FITC e intracelularmente usando anti-FoxP3
PE, de acuerdo a los protocolos previamente descritos. A su vez, se realizaron anélisis
complementarios del fenotipo regulador de las poblaciones en estudio, en base a los

ensayos de ELISA de IL-10 llevados a cabo sobre los sobrenadantes de lo co-cultivos.
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- Andlisis estadisticos.
Los datos se procesaron en el software Graphpad Prism versi6én 5.01 (San Diego,
CA, USA) para Windows. Para el anélisis estadistico y la determinacién de significancia
entre las distintas condiciones en estudio, se utilizé el test de ANOVA de una via con
Tukey como post-test, considerando los valores *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 como

significativos.
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Resultados

- Purificacion de poblaciones celulares a partir de sangre periférica.

Para la purificacion de distintas poblaciones celulares a partir de una misma
muestra de sangre, un tercio de ésta se destind para monocitos y el resto para PBMC, del
cual posteriormente se purificaron linfocitos T CD4+ virgenes o de memoria, segtn
fuese necesario. Por citometria de flujo, se pudo determinar el porcentaje de pureza de
cada poblacion aislada: En el caso de los monocitos, dicho valor se obtuvo en base al
nivel de expresion del marcador de linaje CD14, y resulté ser >75%; mientras que para
linfocitos T virgenes CD4+CD45RA+CD45RO- y de memoria

CD4+CD45RO+CD45RA-, alcanzo valores >94% y >90% respectivamente (Fig. 7)

Figura 7. Evaluacion de la
pureza de monocitos,
linfocitos T CD4+ virgenes
y de memoria aislados
desde sangre periférica. En
todos los casos, por tamaiio (FSC)
y granularidad (SSC) se
selecciono la poblacion de células
vivas  (R1) para  anilisis
consecutivos. En (A) se aplicé el
control FMO para la fijacion del
cuadrante y se evalud la pureza de
la poblacién de monocitos en base
a la expresion de CD14. En (B) el
porcentaje de pureza de linfocitos
T virgenes (fila superior) y de
. | memoria (fila inferior) se obtuvo
CD45-RO por medio del producto del
porcentaje de células CD4+ y el
de células CD45RA+/RO- 0 CD45RA-/RO+, respectivamente. En la figura, se muestran
imagenes representativas de 10 experimentos independientes.
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- Generacion de células dendriticas (DCs).

La generacion de DCs se llevé a cabo siguiendo el protocolo de 5 dias
previamente descrito en la seccién de materiales y métodos, a partir de la diferenciacién
in vitro de monocitos purificados desde sangre periférica.

Se trabajé con el grupo de interés de DCs tolerogénicas activadas, moduladas con
dexametasona al dia 3 y activadas con MPLA al dia 4 de cuitivo (MPLA-tDCs), y 3
grupos controles: DCs inmaduras, sin tratar (iDCs); DCs tolerogénicas, tratadas sélo con
dexametasona (tDCs); y DCs maduras, estimuladas con MPLA (mDCs).

La cosecha de las células al dfa 5 se llevé a cabo mecénicamente, con un pipeteo
suave y reiterado con el medio de cultivo, sobre las células adheridas. En esta instancia,
se pudo apreciar que tanto las iDCs como las tDCs se encontraban mds adheridas a la
superficie de la placa, lo que hizo mas compleja su cosecha. Por el contrario, resulté mas
sencillo despegar las mDCs y las MPLA-tDCs,

Ahora bien, pese a los diversos niveles de dificultad a la hora de cosechar las
células, el rendimiento de recuperacién de DCs al término del cultivo, expresado como
porcentaje de DCs obtenidas en relacion al niimero de monocitos cultivados al dia 0, no
varid significativamente entre las distintas condiciones en estudio (Fig. 8A).

Tras la cosecha de las células, se evalué viabilidad celular por citometria de flujo,
utilizando un marcaje combinado de anexina V y 7-AAD (Fig. 8C). De esta manera, se
determind que independiente del tratamiento al que fueran sometidas las DCs no se ve

afectada significativamente su tasa de sobrevida (Fig. 8B).
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Figura 8. Rendimiento y viabilidad de los diferentes tipos de células
dendriticas (DCs) generadas a partir de monocitos de sangre periférica.
En la figura se muestra (A) el rendimiento de recuperacion de las DCs generadas bajo
distintos tratamientos, expresado como el porcentaje de células cosechadas al dia 5 de
cultivo en relacion al nimero inicial de monocitos cultivados por condicion (mean +
SEM) (n=10); (B) el porcentaje de viabilidad celular al dia 5 de cultivo, expresado como
porcentaje de células dobles negativas para anexina V y 7-AAD (mean + SEM) (n=5); y
(C) una imagen representativa del ensayo de viabilidad de un total de 5 experimentos
independientes.

Para la evaluacion fenotipica de las células obtenidas al quinto dia de cultivo, se
utilizo un microscopio Optico. Se evidenciaron diferencias morfologicas entre los
distintos tipos de DCs, de manera que mientras las iDCs y tDCs exhibieron un fenotipo
redondeado, las MPLA-tDCs y mDCs presentaron una morfologia més alargada, con

prolongaciones mas definidas en el segundo caso (Fig. 9).
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Figura 9. Morfologia de los diferentes tipos de células dendriticas (DCs)
generadas a partir de monocitos de sangre periférica. Al dia 5 de cultivo se
evalud la morfologia celular de las DCs sometidas a distintos tratamientos, usando un
microscopio optico. En la figura se muestran fotografias representativas de cada
condicion.

Para verificar que efectivamente se estaba consiguiendo la diferenciacion de
monocitos en DCs, por citometria de flujo se evaluo el fenotipo y la expresion de los
marcadores de superficie CD11c, CDlay CD14 al dia 0 y 5 de cultivo (Fig. 10).

Como se puede observar en la figura 10, se evidenciaron diferencias claras de
tamafio (FSC) y granularidad (SSC) entre la poblacion celular dispuesta al inicio del
cultivo, y la obtenida al final de éste. A su vez, los anélisis fenotipicos revelaron que al
dia 0, los monocitos expresan altos niveles de CD14 y CD1lc, y muy bajos de CDla;
mientras que al quinto dia, independiente del tratamiento al que fuesen sometidas las

DCs, presentan altos niveles de CD11c y CDla y una pérdida en la expresion de CD14.

Bajo este contexto, si bien las tDCs y las MPLA-tDCs expresan un poco mas de CD14 y
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un poco menos de CDla que las iDCs y mDCs, las diferencias no son significativas

entre ellas, pero si con respecto a los monocitos (p<0,001 y p<0,01 respectivamente).
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Figura 10. Evaluacion de la diferenciacion de monocitos en células
dendriticas (DCs) tras 5 dias de cultivo. (A) “Density plots " representativos de
SSC y FSC (izquierda) y de la expresion de CDl1lc, CDla y CD14 (derecha) de
monocitos y DCs generadas bajo distintos tratamientos. (B) Intensidad de fluorescencia
media (MFI) para CD14, CD1a y CD11c (n=8). **p<0,01; ***p<0,001.
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- Caracterizacion fenotipica de células dendriticas.

Para la caracterizacién fenotipica de los distintos grupos de DCs en estudio, se
evalué por citometria de flujo la expresion de distintos marcadores de superficie: CD80,
CDg6, CD40, CD83 y MHC-II; usando como pardmetro de medicién la intensidad de
fluorescencia media (MFI) (Fig. 11).

En cuanto a la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, y de la
molécula activadora CD40, se pudo observar que si bien las MPLA-tDCs presentan
niveles mas altos que las iDCs y las tDCs, en todos los casos, esta diferencia no es
significativa. Sin embargo, en comparacién a las mDCs los niveles de expresién de
dichas molécuias son ampliamente méas bajos (p<0,05 para CD80 y CDA40; y p<0,001
para CD86).

De la misma manera, la expresion del marcador de maduracién CD83 en las
MPLA-tDCs result6 ser mayor que en las iDCs y las tDCs y significativamente menor
que en las mDCs (p<0,001}, dando cuenta de un fenotipo semi-maduro.

Por otro lado, se observé que la activaciéon con MPLA de las DCs tratadas con
dexametasona (MPLA-tDCs), implicé un aumento significativo en la expresién del
MHC de tipo II en relacién a las no activadas (tDCs) (p<0,05), a un nivel similar al
presentado por las mDCs.

En conjunto, esta informacién da cuenta que el patrén de marcadores celulares
exhibido por las tDCs corresponde a un estadio inmaduro en la diferenciacion fenotipica,
mientras que el presentado por las MPLA-tDCs es concordante con un estado de

transicion entre un estadio inmaduro y maduro.
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Figura 11. Caracterizacion fenotipica de los diferentes tipos de células
dendriticas (DCs) generadas a partir de monocitos de sangre periférica
al dia 5 de cultivo. (A) Histogramas representativos para los marcadores de
superficie analizados para las 4 condiciones de DCs en estudio. La curva gris
corresponde al control de isotipo en cada caso. (B) Intensidad de fluorescencia media
(MFTI) + desviacion estandar para cada marcador analizado (n = 6) (*p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001).

36




Evaluacién de la capacidad endocitica de células dendriticas.

Se determind la capacidad de los distintos tipos de DCs generadas para endocitar

el antigeno sintético Dextran-FITC a través de citometria de flujo. Para tales efectos se

incubaron las células con el antigeno a 37°C por distintos periodos de tiempo, y a 4°C

como control para cuantificar la endocitosis inespecifica. El valor obtenido como union

no especifica fue restado a los valores obtenidos a 37°C.

Como se observa en la figura 12 tanto las iDCs como las tDCs tienen una elevada

capacidad endocitica que se acentua al incrementar el tiempo de incubacion con el

antigeno. Ahora bien, cuando las células son activadas con MPLA (mDCs y MPLA-

tDCs) esta capacidad disminuye significativamente.
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Figura 12. Evaluacion de la
capacidad endocitica de los
diferentes tipos de células
dendriticas (DCs) generadas
desde monocitos de sangre
periférica. (A) Intensidad de

fluorescencia media (MFI) =+
desviacion  estandar de la
expresion  de  dextran-FITC

evaluada en las DCs en estudio a
los 30 minutos, 1, 2 y 4 horas de
incubacion (n = 3) (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).

(B) Histograma representativo
para la expresion de dextran-FITC
evaluada a las 4 horas de
incubacion.  La  curva  gris
corresponde al control negativo de
endocitosis (incubacion de las
células a 4°C).
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- Ensayos de proliferacién antigeno-especificos.

Previamente se habfa establecido con ensayos de alo-proliferacién, que las
MPLA-~tDCs poseen una capacidad reducida para inducir Ia proliferacion de linfocitos T
CD4+, en comparacién a las mDCs; lo cual se replicé de manera antigeno-especifica en
co-cultivos autélogos de MPLA-tDCs pulsadas con PPD y linfocitos T CD4+ totales
(Garcia-Gonzalez y col., 2013).

Ahora bien, a fin de evaluar de qué manera la activacion de las DCs
tolerogénicas afecta su capacidad de estimular linfocitos T CD4+ virgenes y de
memoria, se realizaron co-cultivos autSlogos de MPLA-tDCs pulsadas con PPD y las
poblaciones linfocitarias de interés tefiidas con CFSE, utilizando iDCs, tDCs y mDCs
como confroles y DCs sin pulsar como control de proliferacion, de acuerdo a la
metodologia previamente descrita.

Como se observa en la figura 13B, cuando los linfocitos T CD4+ de memoria son
co-cultivados con DCs que no han sido pulsadas con el antigeno, no proliferan. Cuando
estos linfocitos son co-cultivados con tDCs o MPLA-tDCs pulsadas con PPD, su
respuesta proliferativa antigeno-especifica se ve significativamente reducida en
comparacion a lo que ocurre con las mDCs (p<0,001).

A fin de dilucidar si la baja tasa de proliferacién observada estaba relacionada
con la muerte celular de los linfocitos en cultivo, por citometria de flujo se evalué su
viabilidad al dia 5 de co-cultivo, mediante una tincién combinada de anexina V y 7-
AAD (Fig. 13D). Con esto, se establecié que independiente del tratamiento que
recibieran las DCs, al ser co-cultivadas con los linfocitos T CD4+ de memoria 1o

afectan su tasa de sobrevida de manera significativa.

33




W, _ ©

% 2
7 =
W > -
- 1,7% =
=
~
=
h
(B) l“ﬂ" e de i dedkde 5
s kk Ak '
= sk Ak *
= *
Z 80
‘L£ ' @+rrPD
-PFD n
a 604 ok 6
2 o =
2 404
2 3 °
= 20 ‘ }
-— ”
# ,}a__a_s;_al é

4.63%

% Viabilidad E
o = =

% |
tDCs

o
2 .. §
ol g 7.42% ) ot
L o .—j
5 - - -

& & &S &
o <

'e:s > w® w' w w0’ 0

’ CFSE

Figura 13. Evaluacion de la capacidad de los diferentes tipos de células
dendriticas (DCs) generadas a partir de monocitos de sangre periférica
de estimular la proliferacion antigeno-especifica de linfocitos T CD4+ de
memoria. (A) La poblacién de interés se selecciond en funcion de tamafio (FSC) y
granularidad (SSC) (R1) y de la expresion de CD4 (R2) (B) Proliferacion de linfocitos T
de memoria co-cultivados con DCs pulsadas con PPD, expresada como porcentaje de
células CD4+CFSElow. Como control se co-cultivaron linfocitos con DCs sin pulsar con
el antigeno (n=10) (*p<0,05; ***p<0,001). (C) Histogramas representativos de los
ensayos de proliferacion. Como controles, se usaron linfocitos cultivados solos o en
presencia de anti-CD3. (D) Viabilidad de los linfocitos al dia 5 de cultivo, expresado
como porcentaje de células dobles negativas para anexina V y 7-AAD (mean + SEM)
(n=4).
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Por otro lado, como se observa en la figura 14, no se evidenciaron respuestas
proliferativas cuando los linfocitos T CD4+ virgenes fireron co-cultivados con las DCs
sometidas a distintos tratamientos pulsadas o no con el antigeno, por 5, 6, 7y 8 dias.

Por citometria de flujo se evaluo la viabilidad mediante una tincién combinada
de anexina V y 7-AAD (Fig. 15), y se descarté que la falta de proliferacion estuviese

relacionada con la muerte celular de los linfocitos en cultivo.
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Figura 14. Evaluacién de la capacidad de los diferentes tipos de células
dendriticas (DCs) generadas a partir de monocitos de sangre periférica
de estimular la proliferacién antigeno-especifica de linfocitos T CD4+
virgenes. Histogramas representativos de 3 ensayos de proliferacion de linfocitos T
virgenes co-cuitivados con DCs pulsadas con PPD durante 5, 6, 7 y 8 dias de cultivo.
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Figura 15. Evaluacion de la viabilidad de los linfocitos T CD4+ virgenes
co-cultivados con los distintos tipos de células dendriticas (DCs). (A)
Viabilidad de los linfocitos T CD4+ virgenes al ser co-cultivados con DCs pulsadas con
PPD durante 5, 6, 7 y 8 dias, expresado como porcentaje de células dobles negativas
para anexina V y 7-AAD (mean + SEM) (n=3). (B) Density plots representativos del
ensayo de viabilidad realizado a los 6 dias de co-cultivo, de un total de 3 experimentos
independientes.

- Evaluacion del perfil de produccion de citoquinas de linfocitos T CD4+ co-
cultivados con células dendriticas.

La produccion de citoquinas pro-inflamatorias (IFNy e IL-17) por los linfocitos T
de memoria CD4+ al ser co-cultivados con DCs generadas bajo distintos tratamientos,
pulsadas con PPD, se analizé por tincion intracelular; mientras que el nivel de IL-10
presente en los sobrenadantes de los co-cultivos, se evalué por ELISA.

Cuando los linfocitos T de memoria tefiidos con CFSE se co-cultivaron con tDCs

0 MPLA-tDCs, el porcentaje de linfocitos T activamente proliferantes, productores de
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IFNy y de IL-17 resultd ser significativamente menor a cuando se realizd el co-cultivo
con mDCs (p<0.01) (Fig. 16A y 16B respectivamente).

En contraste, cuando se estudié la presencia de IL-10 en los sobrenadantes, se
observaron niveles mis altos de esta citoquina en co-cultivos de MPLA-tDCs y
linfocitos T CD4+ de memoria, que en co-cultivos con tDCs o iDCs (p<0.05) (Fig. 16C).

Estos resultados sugieren que las MPLA-tDCs son capaces de modular
respuestas antigeno-especificas de linfocitos T CD4+ reduciendo su proliferacion y

polarizando su perfil de producci6n de citoquinas.
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Figura 16. Evaluacién del perfil de citoquinas producidas por linfocitos
T CD4+ de memoria estimulados con diferentes tipos de células
dendriticas (DCs) pulsadas con PPD. (A) Expresion de IFNy de linfocitos T de
memoria activamente proliferantes, expresado como porcentaje de células
CD4+CFSE"“"IFNy+ (n=10) (**p<0,01; ***p<0,001). (B) Expresion de IL-17 de
linfocitos T de memoria activamente proliferantes, expresado como porcentaje de
células CD4+CFSE" Y IL17+ (n=10) (*p<0,05; ***p<0,001). (C) Concentracion de IL-10
presente en los sobrenadantes de los co-cultivos (mean + SEM) (n=7) (*p<0,05;
**p<0,01). (D) Dot plots representativos de la expresion de IFNy e IL-17 de linfocitos T
CD4+ de memoria tefiidos con CFSE co-cultivados con DCs pulsadas con PPD.
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En el caso de los linfocitos T CD4+ virgenes, no se detectd la expresion de

citoquinas pro-inflamatorias (IFNy e IL-17), en vista de que frente a un primer estimulo

con los distintos tipos de DCs en estudio, pulsadas con PPD, no se observaron

poblaciones de linfocitos T activamente proliferantes que pudiesen producir dichas

citoquinas (Fig. 14). Ahora bien, de todas maneras, se evalué por ELISA la presencia de

IL-10 en los sobrenadantes de los co-cultivos, observandose altos niveles de esta

citoquina en co-cultivos de tDCs o MPLA-tDCs vy linfocitos T CD4+ virgenes, en

comparacion a co-cultivos con iDCs o mDCs (Fig. 17).
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Figura 17. Concentracion de IL-10 en
los sobrenadantes de los co-cultivos de
linfocitos T CD4+ virgenes y los
distintos tipos de células dendriticas
(DCs). Niveles de IL-10 (ng/mL) detectados en
co-cultivos de linfocitos T CD4+ virgenes y
DCs pulsadas con PPD, cuantificados mediante
ensayos de ELISA realizados a los
sobrenadantes en cuestion (mean + SEM) (n=6)
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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- Ensayos de re-estimulacién de linfocitos T.

Para ensayos de re-estimulacion, se realizaron co-cultivos primarios de linfocitos
T CD4+ sin tefiir y DCs sometidas a distintos tratamientos, pulsadas con PPD, por 6
dias. Al final del cultivo, se recuperaron los linfocitos por pipeteo suave, de manera de
no despegar las DCs adheridas al fondo de la placa y quedarse s6lo con los linfocitos T.
A fin de corroborar Ia eficacia de este procedimiento, se realizé una tincién extracelular
sobre la poblacién recuperada, dirigida a los marcadores de superficie CD4 y CD11. De
esta manera, se confirm6 que las células recuperadas de la placa eran en su mayoria
linfocitos T CD4+ (porcentaje de expresién de CD4+ mayor al 95% y de CD11c menor
al 5%, figura S1). Con esta informacion, se procedi6 a marcar los linfocitos con CFSE y
a re-estimularlos, con mDCs del mismo donante pulsadas con el antigeno de interés, o

de manera policlonal con anti-CD3, segtin fuese el caso.

Estos ensayos se realizaron en primera instancia con linfocitos T CD4+ de
memoria. Tal como se visualiza en la figura 18, linfocitos T de memoria previamente
co-cultivados con tDCs se vuelven hipo-respondedores frente a un re-estimulo con
mDCs, en términos de proliferacion (Fig. 18A) y produccién de citoquinas pro-
inflamatorias como IFNy (Fig. 18B), situacién que se repite cuando son inicialmente
estimulados con tDCs activadas (MPLA-tDCs). Estos resultados dan cuenta de que en
un primer encuentro con DCs tolerogénicas (estén o no activadas), los linfocitos son
afectados fimcionalmente. A su vez, por ELISA se evalu6 la presencia de IL-10 en los
sobrenadantes de los co-cultivos, evidencidndose niveles superiores de esta citoquina en

co-cultivos de linfocitos T CD4+ de memoria inicialmente co-cultivados con iDCs o
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mDCs, y re-estimulados con mDCs, en comparacion a aquéllos co-cultivados en primera

instancia con tDCs 0 MPLA-tDCs y re-estimulados en las mismas condiciones (Fig.

18C).
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Figura 18. Evaluacion del perfil proliferativo y de secrecién de
citoquinas de linfocitos T CD4+ de memoria re-estimulados con DCs
maduras (mDCs) pulsadas con PPD. (A) Proliferacion de linfocitos T CD4+ de
memoria inicialmente co-cultivados con los diferentes subtipos de DCs en estudio
pulsadas con PPD, y re-estimulados con mDCs del mismo donante, expresada como
porcentaje de células CD4+CFSE"" (n=4) (*p<0,05; ***p<0,001). (B) Expresion de
IFNy de los linfocitos T de memoria CD4+ activamente proliferantes, expresado como
porcentaje de células CD4+CFSE“IFNy+ (n=4) (**p<0,01; ***p<0,001). (C)
Concentracion de IL-10 presente en los sobrenadantes de los co-cultivos de linfocitos T
CD4+ de memoria y mDCs pulsadas con PPD, cuantificada por ensayos de ELISA
(mean + SEM) (n=4) (*p<0,05; **p<0,01). (D) Dot plots representativos de la expresion
de IFNy por los linfocitos T CD4+ de memoria tefiidos con CFSE, al ser re-estimulados
con mDCs.

46




Seguidamente se realizaron ensayos de re-estimulacién de linfocitos T CD4+
virgenes, en base a la misma estrategia ya descrita.

Tal como se visualiza en la figura 19, al co-cuitivar mDCs (pulsadas con PPD)
con linfocitos T CD4+ virgenes previamente estimulados con tDCs y con MPLA-tDCs,
se observa que estos responden con una baja tasa de proliferacion (Fig. 19A) y
produccion de IFNy (Fig. 19B), en comparacién a lo que ocurre con aquéllos que
inicialmente fueron estimulados con iDCs y mDCs.

Ahora bien, cuando linfocitos T CD4+ virgenes previamente co-cultivados con
los distintos tipos de DCs en estudio, son re-estimulados de manera policlonal (Fig. 20)
no se observan diferencias significativas en términos de proliferacion (Fig. 20A), pero se
mantiene el mismo patrén de produccién de IFNy visualizado cuando el re-estimulo se
realiza con mDCs (Fig. 20B).

Finalmente, por ELISA se evidencié que no existen diferencias significativas en
los niveles de IL-10 presente en los sobrenadantes de los co-cultivos de mDCs y
linfocitos T CD4+ virgenes inicialmente estimulados con cualquiera de las DCs en
estudio (Fig. 19C); situacion que se repite cuando el re-estimulo es realizado de manera

policlonal con anti-CD3 (Fig. 20C).
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Figura 19. Evaluacion del perfil proliferativo y de secrecion de
citoquinas de linfocitos T CD4+ virgenes re-estimulados con DCs
maduras (mDCs) pulsadas con PPD. (A) Proliferacion de linfocitos T CD4+
virgenes inicialmente co-cultivados con los diferentes subtipos de DCs en estudio
pulsadas con PPD, y re-estimulados con mDCs del mismo donante, expresada como
porcentaje de células CD4+CFSE™ (n=6) (**p<0,01; ***p<0,001). (B) Expresion de
IFNy de los linfocitos T CD4+ vir%enes activamente proliferantes, expresado como
porcentaje de células CD4+CFSE*“IFNy+ (n=6) (**p<0,01; ***p<0,001). (C)
Concentracion de IL-10 presente en los sobrenadantes de los co-cultivos de linfocitos T
CD4+ virgenes y mDCs pulsadas con PPD, cuantificada por ensayos de ELISA (mean +
SEM) (n=6). (D) Dot plots representativos de la expresion de IFNy por los linfocitos T
CD4+ virgenes teilidos con CFSE al ser re-estimulados con mDCs.
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Figura 20. Evaluacion del perfil proliferativo y de secrecion de
citoquinas de linfocitos T CD4+ virgenes re-estimulados policlonalmente
con anti-CD3. (A) Proliferacion de linfocitos T CD4+ virgenes inicialmente co-
cultivados con los diferentes subtipos de DCs en estudio pulsadas con PPD, y re-
estimulados con anti-CD3, expresada como porcentaje de células CD4+CFSE"" (n=6)
(**p<0,01; ***p<0,001). (B) Expresion de IFNy de los linfocitos T CD4+ virgenes
activamente proliferantes, expresado como porcentaje de células CD4+CFSE""“ IFNy+
(n=6) (**p<0,01; ***p<0,001). (C) Concentracion de IL-10 presente en los
sobrenadantes de los cultivos de linfocitos T CD4+ re-estimulados con anti-CD3,
cuantificada por ensayos de ELISA (mean £ SEM) (n=6). (D) Dot plots representativos
de la expresion de IFNy por los linfocitos T CD4+ virgenes tefiidos con CFSE al ser re-
estimulados con anti-CD3.
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- Evaluacion de la presencia de poblaciones T reguladoras.

En el caso de los linfocitos T CD4+ de memoria, al cuarto dia de co-cultivo
secundario (linfocitos T de memoria inicialmente estimulados con los distintos tipos de
DCs en estudio, y re-estimulados con mDCs pulsadas con PPD), fueron recuperados y
tefiidos extracelularmente con anti-CD4 FITC e intracelularmente usando anti-FoxP3
PE, de acuerdo a los protocolos previamente descritos. Como se observa en la figura 21,
no se detectaron diferencias significativas en la expresion de FoxP3 por los linfocitos T

de memoria, independiente del tipo de DCs con el cual fuesen cultivados inicialmente.
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Figura 21. Evaluaciéon de la presencia de células T reguladoras en co-
cultivos autélogos de mDCs y linfocitos T CD4+ de memoria inicialmente
estimulados con diferentes tipos de células dendriticas (DCs). (A) Density
plots representativos de las poblaciones CD4+FoxP3+ presentes en co-cultivos de
linfocitos T CD4+ de memoria previamente co-cultivados con los distintos subtipos de
DCs en estudio, pulsadas con PPD y re-estimulados con mDCs. Como se observa en la
figura, el cuadrante se definio en base al control de isotipo para FoxP3 (B) Porcentaje de
linfocitos T CD4+FoxP3+ en cultivo (n=4).
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En el caso de los linfocitos T CD4+ virgenes, al cuarto dia de co-cultivo
secundario (linfocitos T virgenes inicialmente estimulados con los distintos tipos de DCs
en estudio, y re-estimulados con mDCs pulsadas con PPD), se realizd la tincion
extracelular con anti-CD4 FITC e intracelular con anti-FoxP3 PE, sin observar

diferencias significativas en la presencia de poblaciones CD4+FoxP3+ en cultivo.
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Figura 22. Evaluacion de la presencia de células T reguladoras en co-
cultivos autélogos de mDCs y linfocitos T CD4+ virgenes inicialmente
estimulados con diferentes tipos de células dendriticas (DCs). (A) Density
plots representativos de las poblaciones CD4+FoxP3+ presentes en co-cultivos de
linfocitos T CD4+ virgenes previamente co-cultivados con los distintos subtipos de DCs
en estudio pulsadas con PPD, y re-estimulados con mDCs. Como se observa en la figura,
el cuadrante se definié en base al control de isotipo para FoxP3 (B) Porcentaje de
linfocitos T CD4+ FoxP3+ en cultivo (n=5).
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Discusion

Las DCs son actores fundamentales tanto en el inicio como en el control de una

respuesta inmune. El desarrollq de estas finciones estd relacionado con su estado de

maduracion, de manera que mientras las DCs inmaduras son consideradas tolerogénicas,

las maduras son, por el contrarig, inmunogénicas.

En la actualidad ha incr
(tDCs) con fines biomédicos, de
estudio, ya sea por modulacién :
citoquinas anti-inflamatorias. A
nueva aproximacion, en la cual

son sometidas a un estimulo de

ementado el interés por explorar las DCs tolerogénicas
sarrolldndose diferentes protocolos para su generacién y
farmacoldgica, modificacion genética o tratamientos con
su vez, se ha incluido la “activacion alternativa” como
DCs tratadas inicialmente con agentes inmunosupresores

maduracién, a fin de mejorar su capacidad presentadora

de antigenos e inducir la expresion de receptores de quimioquinas asociados a la

migracién hacia los 6rganos linfoides secundarios (Garcfa-Gonzalez y col., 2013).

Ahora bien, considerand

o que el objetivo final de la investigacién en torno a la

generacion de las tDCs es encontrar procedimientos aplicables para su uso clinico, es

importante la utilizacion de reactivos que cumplan con las “buenas practicas de

manufactura” (del inglés GMP,
De esta manera, este trat
sobre la respuesta de linfocitos

modulador, un glucocorticoid

good manufacturing practices).
ajo de tesis describe los efectos de la activacién de tDCs
T CD4+, utilizando dexametasona como agente inmuno-

e anti-inflamatorio e inmuno-supresor ampliamente

utilizado en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y en la prevencién del rechazo

a trasplantes, y extensamente

estudiado como agente inmuno-modulador de las DCs
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(Van Kooten y col., 2009);

monofosforil lipido A (MPLA) como estimulo de

maduracién, un ligando del TLR-4 (Mata-Haro y col., 2007), andlogo no téxico del LPS

que mantiene su actividad biol6gica y se utiliza actualmente como adyuvante en varios

tipos de vacunas por ser efectiva

En vista de que la cong

, seguro y bien tolerado (Ismaili y col., 1996).

entracion de DCs en la sangre es baja, actualmente se

utilizan protocolos de diferenciaciéon in vitro de monocitos en DCs (Sallusto y

Lanzavecchia, 1994). Para efec

tos de este estudio, la generacién de DCs se realizé a

partir de monocitos purificados de sangre periférica de donantes sanos, cultivados en

presencia de GM-CSF e IL-4 dt
con 4 grupos celulares: DCs in

tratadas con dexametasona com

maduras (mDCs), tratadas con

rante 5 dfas (Garcfa-Gonzalez y col., 2013), Se trabajo
imaduras (iDCs), sin tratar; DCs tolerogénicas (tDCs),
10 agente inmuno-modulador al dfa 3 de cultivo; DCs

LA, como estimulo de activacién al dia 4 de cultivo; y

DCs tolerogénicas activadas (MPLA-tDCs), tratadas con dexametasona y MPLA.,

Al cosechar las células al quinto dia de cultivo, se pudo apreciar que tanto las

iDCs como las tDCs se encor

itraban mas adheridas a la superficie de la placa, al

contrario de las mDCs y las MPLA-tDCs. Pese a esto, el rendimiento de recuperacién

celular no varié significativamente entre las distintas condiciones en estudio (Fig. 8A).

Tras la cosecha de las células, per citometria de flujo se determind que independiente del

tratamiento al que fueran sometidas las DCs no se ve afectada significativamente su tasa

de sobrevida (Fig. 8B), de manera que el porcentaje de células muertas en cada caso

responde a Jas condiciones experimentales y no a la presencia de los agentes externos

(dexametasona y MPLA) en el medio de cultivo. Estos resultados difieren con Io

reportado en la literatura, donde

se muestra que el tratamiento con dexametasona afecta
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el rendimiento y la viabilidad celular (Naranjo-G6émez y col., 2011). Sin embargo, estas

diferencias pueden ser explicadas por las variaciones dadas entre los protocolos

utilizados, tales como, la concentracién de los reactivos o el periodo de incubacién con

los mismeos.

La diferenciacion celular fue confirmada por andlisis fenotipicos por citometria

de flujo, evaluando la expresién de los marcadores de superficie CD14, caracteristico de

células de linaje mielomonoci
mieloides (Masten y col., 200
monocitos, macréfagos y netu
celular al inicio del cultivo y |
10A, tras 5 dias de cultivo,

poblacién celular, ésta adquie

aumento de tamafio y compleji

tico (Haziot y col.,, 1988); CDla, un marcador de DCs
6); y CDl1lc, una integrina altamente expresada en DCs,
itrofilos (Larson y Springer, 1990); entre la poblacion
a obtenida al final de éste. Como se observa en la figura
independiente del tratamiento al cual fuera sometida la
re €l fenotipo caracteristico de las DCs, definido por un

[dad, una baja expresion de CD14 y una alta expresion de

CDl1a, al contrario de lo observado en la poblacién de monocitos inicial. A su vez, se

observa una alta expresién de CDllc, tanto al inicio como al final del cultivo.

Considerando todo esto, se puede establecer que el protocolo de diferenciacion utilizado

resulté ser efectivo. Ahora bie
dexametasona (tDCs y MPLA
mads bajo que las otras condic
relacionado con que la dexame
(Piemonti y col., 1999a). Sin e

las diferencias de expresion de

n, cabe destacar que cuando las células son tratadas con
-tDCs) el porcentaje de expresién de CDla tiende a ser
iones y el de CD14 levemente mas alto, lo cual estaria
tasona afecta la diferenciacion de los monocitos en DCs
mbargo, estos efectos no son absolutos, considerando que

ambos marcadores entre las distintas condiciones de DCs

en estudio no son significativas (Fig. 10B) y el perfil fenotipico obtenido es similar.
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Utilizando un microscopio 6ptico fue posible apreciar diferencias morfologicas

entre los distintos subtipos de DCs, de manera que mientras las iDCs y tDCs exhibieron

un fenotipo redondeado, las MPLA~tDCs y mDCs presentaron una morfologia mas

alargada, con prolongaciones
fenotipo de una DC madura (B
en la literatura, estas diferenc
activacion (Raich-Regué y col!

Por citometria de flujo

grupos de DCs en estudio, en

mas definidas en el segundo caso (Fig. 9), conforme al
anchereau y Steinmann, 1998). En relacion a lo reportado
ias estarfan asociadas al uso de MPLA como agente de
, 2011).

, se realizé la caracterizacion fenotipica de los distintos

base a la expresion de ciertos marcadores de superficie:

CD80, CD86, CD40, CD83 y MHC-II. CD80 y CD86 son moléculas de co-estimulacién

presentes en las CPA que contr
ligando para CD28 y CTLA-

proteina activadora funcional

ribuyen a la activacion del linfocito T, donde actiian como
4 (Van Gool y col., 1996). La molécula CD40 es una

presente en las CPA, que se une a su ligando CD40L en

los linfocitos T para su activacion. La interaccion CD40-CD40L a su vez potencia la

capacidad de las moléculas

co-estimuladoras sobre las CPA para actuar en la

diferenciacion de las células T (Banchereau y col., 2000). CD83 se expresa

selectivamente en DCs maduras y es importante en la activacion de los linfocitos T y en

el control de Ia respuesta inmune mediada por las DCs (Scholler y col., 2001). Por otro

lado, la molécula de clase IT del complejo principal de histocompatibilidad (MHC-II) se

expresa en las CPA y une péptidos que son presentados a los linfocitos T CD4+

(Chervonsky y col. 1998).

Los resultados obtenidas muestran que si bien las MPLA-tDCs presentan niveles

de expresion de las moléculas

co-estimuladoras, de activacién funcional y del marcador
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de maduracién CD83 mads al:tos que las iDCs y las tDCs, estas diferencias no son

significativas. Sin embargo, el

n comparacion a las mDCs los niveles de expresién de

dichas moléculas son ampliamente més bajos (p<0,05 para CD80 y CD40; y p<0,001

para CD86 y CD83), dando
observo que la activacion con

tDCs), implicé un aumento sig

cuenta de un fenotipo semi-maduro. Por otro lado, se
MPLA de las DCs tratadas con dexametasona {MPLA-

nificativo en la expresién del MHC de tipo II en relacién

a las células no activadas (tDCs) (p<0,05), a un nivel similar al presentado por las mDCs

(Fig. 11). Esta informacion s
maduracién de las MPLA-tD
estadio inmaduro y maduro, Al

MHC-II y con esto les confiere

ugiere que el tratamiento con dexametasona impide la
Cs, concordante con un estado de transicion entre un
su vez, el estimulo con MPLA favorece la expresién de

una mayor capacidad presentadora de antigenos. De esta

manera, las MPLA-tDCs deberian ser capaces de presentar antigenos a los linfocitos T,

pero con una capacidad co-estimuladora deficiente. De acuerdo a lo reportado en Ia

literatura, el reconocimiento de

en ausencia de la sefial 2 (c

tolerancia o anergia especifica

e la sefial 1 (interaccion complejo MHC-péptido y TCR)
o-estimulacién) por el linfocito T (Fig. 2), conduce a

para el antigeno presentado (Moser, 2003), por lo cual, de

acuerdo a su fenotipo, las MPLA-tDCs serian capaces de modular respuestas T en una

direccion pro-tolerogénica.

Siguiendo con la caracterizacién de los subtipos de DCs en estudio, se evalué su

capacidad endocitica usando e

observa en la figura 12 tanto

endocitica, que se acentia al i

| péptido sintético dextran conjugado a FITC. Como se
las iDCs como las tDCs tienen una elevada capacidad

ncrementar el tiempo de incubacidn con el antigeno. Se

observa ademés, que cnando las células son moduladas con dexametasona su capacidad
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endocitica tiende a mejorar, en concordancia a lo descrito en trabajos anteriores que dan
cuenta que la dexametasona aumenta la eficacia de captura de antigenos por las DCs
(Piemonti y col., 1999b). Ahora bien, cuando las células son activadas con MPLA
(mDCs y MPLA-tDCs) esta capacidad disminuye significativamente.

Una vez caracterizadas las células, se procedié a hacer los estudios funcionales.
Previamente se habfa establecido con ensayos de alo-proliferacién, que las MPLA-tDCs
poseen una capacidad reducida para inducir la proliferacién de linfocitos T CD4+, en
comparacién a las mDCs; lo cual se replico de manera antigeno-especifica en co-
cultivos autélogos de MPLA-tDCs pulsadas con PPD y linfocitos T CD4+ totales
(Garcia-Gonzdlez y col., 2013). Estos resultados sustentan en gran parte el potencial
inmuno-terapéutico de las MPLA-tDCs, por cjemplo, para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes mediadas por linfocitos T CD4+, como es el caso de la
artritis reumatoide, modulando la presentacién de auto-antigenos en un contexto de
tolerancia y con esto las respuestas aberrantes de linfocitos T. Ahora bien, para la
inclusién de las MPLA-tDCs como herramienta terapéutica inmuno-moduladora es
trascendental validar que son capaces de actuar en los distintos niveles de una respuesta
inmune, vale decir, instruyendo la diferenciacién de los linfocitos T virgenes hacia un
periil regulador; atenuando respuestas efectoras; o bien inhibiendo Ia activacién de los
linfocitos T de memoria y su funcién efectora. A su vez, como los linfocitos T virgenes
y de memoria poseen diferentes susceptibilidades a las sefiales tolerogénicas, es
importante entender los efectos moduladores de las MPLA-tDCs sobre estos subtipos

celulares.
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Se ha visto que existen distintos mecanismos para inducir tolerancia: Delecién de
células T, induccién de anergia, desviacidn en el perfil de produccion de citoquinas y/o
induccién de linfocitos T reguladores (Steinman y col., 2003).

Considerando todo esto, a fin de evaluar de qué manera la activacién de las tDCs
afecta su capacidad de estimular linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria; y bajo qué
mecanismos son capaces de promover un estado de tolerancia, se realizaron co-cultivos
autSlogos de MPLA-tDCs pulsadas con PPD y las poblaciones linfocitarias de interés
tefiidas con CFSE, utilizando iDCs, tDCs y mDCs como controles.

Tomando en consideracién los resultados obtenidos en los experimentos de
endocitosis, donde al madurar las DCs disminuyen su capacidad endocitica, y que ésta
file superior a mayores lapsos de tiempo de incubacién con el antigeno, las células
fueron pulsadas con PPD cuatro horas antes de recibir el estimulo de maduraci6n.

Como se observa en la figura 13B, cuando los linfocitos T CD4+ de memoria son
co-cultivados con tDCs o MPLA-tDCs pulsadas con PPD, su respuesta proliferativa se
ve significativamente reducida en comparacién a lo que ocurre con las mDCs (p<0,001).
Con ensayos de viabilidad (Fig. 13D) se confirmd que esta baja en la proliferacién no
estd relacionada con la muerte celular de los linfocitos en cultive, sino que
efectivamente las tDCs tendrian una capacidad reducida para inducir Ia proliferacion de
linfocitos T CD4+ de memoria de manera antigeno-especifica, situaci6n que se mantiene
cuando reciben un estimulo de activacién,

La producci6n de citoquinas pro-inflamatorias (IFNy e IL-17) por los linfocitos T
CD4+ de memoria se analizé por tincién intracelular, observandose que cuando son co-

cultivados con tDCs o MPLA-tDCs pulsadas con el antigeno, el porcentaje de linfocitos
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T activamente proliferantes productores de IFNy o de IL-17 es significativamente menor
en comparacion a lo que ocurre con las mDCs (p<0.01) (Fig. 16A y 16B
respectivamente).

Cabe mencionar, que las respuestas de linfocitos T CD4+ de memoria co-
cultivados con iDCs, en cuanto a proliferacion y produccién de citoquinas pro-
inflamatorias, sigue un patrén similar al presentado por los linfocitos T co-cultivados
con mDCs. Esta situacion da cuenta de que durante el procedimiento experimental las
iDCs se maduraron, ya sea por las condiciones de cultivo o en respuesta al antigeno,
simulando lo que ocurre in vivo una vez que captiran el material antigénico y se inicia el
proceso coordinado de maduracion (Murphy y col., 2007). Tomande en cuenta que esto
no ocurre con las tDCs ni las MPLA-tDCs se valida que son més estables que las iDCs,
y por ende serfan més seguras en el desarrollo de una eventual inmuno-terapia.

A fin de evaluar si las MPLA-tDCs afectan funcionalmente a los linfocitos T
CD4+ de memoria, se realizaron ensayos de re-estimulacién con mDCs del mismo
donante pulsadas con PPD. Tal como se visualiza en la figura 18, linfocitos T de
memoria previamente co-cultivados con tDCs, se vuelven hipo-respondedores frente a
un re-estimulo con mDCs, en términos de proliferacién y produccién de citoquinas pro-
inflamatorias, situacién que se mantiene cuando son inicialmente estimulados con tDCs
activadas con MPLA (MPLA-tDCs). Estos resultados avalan que en un primer encuentro
con DCs con un perfil tolerogénico, los linfocitos T CD4+ de memoria serian afectados
funcionalmente y conducidos a un estado de anergia, lo cual se correlaciona con lo

descrito en la literatura en un modelo alogénico (Anderson y col., 2008).
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Ahora bien, en vista de que no fue posible detectar la produccién de IL-10 por
tincién intracelular, se estudid la presencia de esta citoquina anti-inflamatoria en los
sobrenadantes de Jos co-cultivos por ELISA, evidencidndose niveles més altos en los co-
cultivos primarios de linfocitos T con MPLA-tDCs en comparaci6n a lo ocurrido con
tDCs o iDCs (p<0.05) (Fig. 16C). Sin embargo, en vista de que con esta estrategia no es
posible asegurar que los niveles de citoquinas detectados en los sobrenadantes de los co-
cultivos provienen exclusivamente de los linfocitos, es probable que representen en
conjunto el porcentaje de produccién de ellos y de las DCs. De esta manera,
considerando que las DCs tratadas con dexametasona secretan altos niveles de IL-10,
que se ven incluso aumentados en presencia de CD40L (Garcia-Gonzalez y col., 2013),
la alta concentracién de esta citoguina detectada en co-cultivos de linfocitos T de
memoria y MPLA-tDCs, no necesariamente indica que el estimulo con estas tDCs
promueva un incremento en la secrecién de esta citoquina por los linfocitos T de
memoria. Una buena aproximacion para dilucidar esto, es por medio de ensayos de re-
estimulacion de los linfocitos en cuestion, con un estimulo uniforme; pues de esta
manera variaciones en la cantidad de IL-10 detectada responderian a una “instruccién”
previamente recibida por los linfocitos T en un encuentro inicial con cierto tipo de DCs.
Tomando en cuenta esta estrategia, al realizar los co-cultivos entre mDCs pulsadas con
PPD y los linfocitos T CD4+ de memoria inicialmente estimulados con DCs sometidas a
distintos tratamientos y realizar el ensayo de ELISA cormrespondiente sobre Ios
sobrenadantes, se puede apreciar que los niveles de IL-10 detectados son mayores en los
sobrenadantes de co-cultivos de mDCs y linfocitos T CD4+ de memoria inicialmente

estimulados con iDCs y mDCs, en comparacion a aquélios que reciben un primer
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estimulo con DCs tolerogénicas (Fig. 18C). Esta situacion podria explicarse como una
forma de alcanzar el equilibrio por parte de los linfocitos T, de manera que para
contrarrestar la alta produccion de IFNy, secretan también altos niveles de IL-10.

Estos resultados, en conjunto, avalan lo predicho al realizar la caracterizacion
fenotipica de las MPLA-DCs, de que en ausencia de co-estimulacién se induce
tolerancia, en vista de que el proceso de activacion celular no puede completarse y la
célula T alcanza un estado de anergia o falta de respuesta, y sugieren que las MPLA-
tDCs serfan capaces de modular respuestas antigeno-especificas de linfocitos T CD4+ de
memoria, induciendo un estado de hipo-respuesta en términos de proliferacion y
produccién de citoquinas,

A su vez, por citometria de flujo se evalud la presencia de FoxP3+ Tregs en co-
cultivos de mDCs y linfocitos T de memoria CD4+ inicialmente estimulados con los
distintos subtipes de DCs, sin encontrar diferencias significativas en el porcentaje de
células CD4+FoxP3+ que evidenciaran la participacion de éstas en la actividad
reguladora de las MPLA-tDCs. Si bien no se observé una expansion preferencial de esta
poblacién celular a partir de linfocitos T CD4+ de memoria inicialmente co-cultivados
con tDCs activadas (Fig. 21), cuando fueron co-cultivados con mDCs o iDCs el
porcentaje de células CD4+FoxP3+ tendié a aumentar, lo cual estaria relacionado con
que FoxP3 no es un marcador exclusivo de Tregs y puede ser inducido en cualquier

poblacién de linfocitos T proliferantes activados (Wang y col., 2007; Pillai y col., 2007).
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En cuanto a los estudios realizados sobre los linfocitos T CD4+ virgenes, en
primera instancia no se evidenciaron respuestas proliferativas cuando fueron co-
cultivados con los distintos subtipos de DCs en estudio por 5, 6, 7 y 8 dias (Fig. 14). Por
citometria de flujo se evalud viabilidad y se descarté que la falta de proliferacion
estuviese relacionada con la muerte celular de los linfocitos en cultivo (Fig. 15).

Seguidamente se realizaron ensayos de re-estimulacion de los linfocitos T CD4+
virgenes con mDCs del mismo donante pulsadas con PPD y con anti-CD3. Tal como se
visualiza en la figura 19, linfocites T virgenes previamente co-cultivados con tDCs y
con MPLA~tDCs, responden con una baja tasa de proliferacion y produccién de
citoquinas pro-inflamatorias frente a un re-estimulo con mDCs pulsadas con PPD; y
cuando son re-estimulados con anti-CD3 (Fig. 20) solo se ven afectados en cuanto a la
produccién de citoquinas. Por otro lado, linfocitos T CD4+ virgenes previamente co-
cultivados con iDCs y mDCs responden con altas tasas de proliferacién v produccién de
IFNy, tanto al re-estimulo con mDCs como al policlonal. Estos resultados dan cuenta de
que en un primer encuentro con las DCs, éstas instruyen a los linfocitos T CD4+
virgenes, de manera que al ser re-estimulados responden de acuerdo a esa instruccién, lo
cual serfa concordante con un estudio previamente realizado en un modelo alogénico
{Woltman y col., 2006).

Ahora bien, considerando que a su vez se ha reportado que tDCs generadas con
dexametasona son capaces de inducir la diferenciacion de linfocitos T CD4+ virgenes en
linfocitos T reguladores secretores de IL-10 (Unger y col., 2009; Anderson y col., 2008),
se evalud la expresion de FoxP3 en la poblacion linfocitaria en estudio, por citometria de

flujo, y la secrecion de IL-10 por ELISA.
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Si bien, en los co-cultivos primarios de linfocitos T CD4+ virgenes y los distintos
tipos de DCs en estudio, se evidenciaron diferencias significativas en los niveles de IL-
10 presentes en los sobrenadantes respectivos (Fig. 17), estos habrian sido secretados
mayoritariamente por las tDCs en cultivo, pues al re-estimular la poblacién linfocitaria
tanto con mDCs pulsadas con PPD (Fig. 19C) como con anti-CD3 (Fig. 20C), no se
observaron diferencias significativas en la cantidad de citoquina detectada, de manera
que no habrfa una instruccién al respecto asociada al tipo de DCs con el que son co-
cultivados inicialmente los linfocitos T CD4+ virgenes. Con estos resultados se
descartarfa de cierta manera la diferenciacion de estos hacia un fenotipo regulador
productor de IL-10 (Tregs TR1) por parte de las DCs tolerogénicas.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en cuanto al porcentaje
de linfocitos T CD4+FoxP3+ presentes en los co-cultivos (Fig. 22) lo cual da cuenta de
que las tDCs y MPLA~tDCs en estudio no son capaces de inducir la diferenciacion de
linfocitos T CD4+ virgenes hacia un fenotipo regulador con estas caracteristicas o bien
que la cantidad de nTreg en los co-cultivos se mantiene constante.

Las diferencias dadas entre estos resultados y los registrados en la literatura,
podrian ser explicadas por las variaciones de los protocolos usados en cada caso, por lo
cual seria interesante estudiar ciertas modificaciones, como por ejemplo, realizar re-
estimulaciones sucesivas de la poblacidn linfocitaria virgen inicial con MPLA-DCs,
para ver si tal vez con esto se favorece su diferenciacién hacia un fenotipo regulador,
confirméndolo por medio del marcaje de moléculas caracteristicas, y con ensayos de

supresion,
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En suma, esta informacion entrega evidencia experimental de que las MPLA-
tDCs son capaces de modular respuestas de linfocitos T CD4+ virgenes y de memoria en
una direccion pro-tolerogénica, sustentada en la induccién de un estado hipo-
respondedor en ambos casos. Estos resultados son importantes en el contexto de futuras
aplicaciones terapéuticas, pues ratifican que las MPLA-tDCs son capaces de controlar in
vitro los distintos niveles de una respuesta inmune, confiriendo de esta manera una
aproximacion de lo que pasaria in vivo con la modulacién de respuestas aberrantes de
linfocitos T CD4+ en patologias autoinmunes

Bajo este contexto, algunas proyecciones inmediatas de este trabajo son los
ensayos de co-cultivos autélogos entre MPLA-tDCs y linfocitos T CD4+ de pacientes
con alguna enfermedad autoinmune mediada por células T, como es el caso de la artritis
reumatoide, utilizando como fuente antigénica potenciales auto-antigenos asociados a la
patologia. Asi, podria confirmarse que las MPLA-tDCs son capaces de controlar las
respuestas pro-inflamatorias gatilladas por linfocitos T CD4+ autorreactivos, mediante la
induccién de anergia autoantigeno-especifica. Con esto, podra evaluarse si en la practica
los resultados obtenidos en donantes sanos son reproducibles con células de pacientes.

A su vez, se hace importante realizar los estudios in vivo, recurriendo en este
caso al modelo murino de artritis inducida por coldgeno (CIA). De esta forma se podra
confirmar el potencial terapéutico de las MPLA~DCs y asi poder desarrollar una
estrategia mds acabada para su inclusion como terapia celular en humanos, destinada a
“educar” las células del sistema inmune del paciente para contener o interrumpir el

progreso de la enfermedad.
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Conclusiones

Las MPLA-tDCs:

Exhiben un fenotipo semi-maduro caracterizado por una baja expresion de
moléculas de co-estimulacién y una alta expresion de moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad de clase II.

-~ Presentan una capacidad reducida para estimular de manera antigeno-especifica
la proliferacién de linfocitos T de memoria CD4+ y la secrecién de citoquinas
pro-inflamatorias.

- Afectan funcionalmente a los linfocitos T de memoria CD4+, induciendo un
estado de anergia en términos de proliferacion y produccién de citoquinas.

- Instruyen a los linfocitos T virgenes CD4+ en un primer encuentro, reduciendo

su proliferacién y secrecién de citoquinas pro-inflamatorias frente a la re-

estimulacion.
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Figura Suplementaria
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Figura S1. Evaluacion de la expresion de CD4 y CDl11c¢c en células
recuperadas de co-cultivos primarios de linfocitos T CD4+ y células
dendriticas (DCs) sometidas a distintos tratamientos, para su posterior
re-estimulacion. En la parte superior de la figura, se muestran histogramas
representativos para el marcador de superficie CD4 (caracteristico de linfocitos T helper
o colaboradores), en células recuperadas de co-cultivos de linfocitos T CD4+ con DCs
inmaduras (iDCs), maduras (mDCs), tolerogénicas (tDCs) o tolerogénicas activadas
(MPLA-tDCs) pulsadas con PPD; mientras que en la parte inferior, se muestran
histogramas representativos para el marcador de superficie CD11c (caracteristico de las
DCs) evaluado sobre las mismas células.
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