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1. RESUMEN

Las células dendriticas son las orquestadoras del sistema inmune, ya que son
capaces de captar sefiales de su entomo y generar una respuesta de inmunidad o de
tolerancia. Para llevar a cabo tales respuestas, estas células deben ser capaces de
migrar, en primera instancia hacla la periferia o sitios de inflamaciéon para captar
antigenos, y luego hacia los érganos linfoides para presentar antigenos a los linfocitos
T. La generacién de células dendrificas tolerogénicas in vifro es una herramienta
promisoria para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y rechazo a trasplante.
La capacidad de estas células de migrar hacia érganos linfoides secundarios es vital
para inducir una respuesta tolerogénica por parte de los linfocitos T, la que puede
resultar en la anergia de linfociios T efeclores o en la generacién de linfocitos T
reguladores. En el presente trabajo se estudid el perfil tolerogénico y la capacidad
migratoria de células dendriticas humanas generadas in vifro y tratadas con
dexametasona, un agente inmunomodulador, y luego activados con monofosforil lipido
A (MPLA). Los resultados muestran que el tratamiento con dexametasona y MPLA e
otorga a las células dendriticas humanas caracteristicas tolerogénicas y la capacidad
de expresar receptores de quimioquinas como CXCR4 y CCR?7, relacionados con la
migracién a érganos linfoides secundarios, y de responder quimiotacticamente a los
correspondientes ligandos, CXCL12 y CCL19. Estos resultados sugieren, por lo tanto,
que estas células dendriticas tolerogénicas humanas, generadas y moduladas in vitro,
poseen la capacidad de migrar en respuesta a mediadores involucrados en el inicio de
la presentacién antigénica, lo que constituye un resultado promisorio en el desarrollo

de una futura terapia usando estas células.




2. ABSTRACT

Dendritic cells are the main orchestrators of the immune system, since they can
sense signals from their environment and to generate either an immunogenic or a
tolerogenic response. To carry out such responses, these cells must be capable to
migrate, first towards peripheral tissues or inflammatory sites to capture antigens, and
then to lymphoid organs in order to present these antigens to T lymphocytes.
Generation of tolerogenic dendritic cells in vifro is a promising tool for the treatment of
autoimmune diseases and graft rejection in transplantation. The capacity of these cells
to migrate towards secondary lymph nodes is fundamental for eliciting a tolerogenic
response in T lymphocytes, which can be manifested as anergy by effector T
lymphocytes or the generation of regulatory T cells. In the present work, tolerogenic
potential and the migratory ability of dendritic cells, generated in vifro and treated with
the immunomodulator dexamethasone and then activated with monophosphory! lipid A,
were assessed. The results show that the treatment with both compounds conferred
tolerogenic characteristics to human dendritic cells and the capacity to express CXCR4
and CCR7, chemokine receptors involved in the migration to secondary lymph nodes,
and to respond chemotactically to CXCL12 and CCL19, their respective ligands.
Therefore, these results suggest that these in vitro-generated and modulated human
dendritic cells have the ability to migrate in response to mediators involved in the earlier
stages of antigen presentation, which constitutes a proemising step in the development

of a future therapy using these cells.




3. INTRODUCCION

3.1.  Células dendriticas

Las células dendriticas {(DCs) son un grupo de células presentadoras de
antigenos profesionales, las cuales se caracterizan por su particular capacidad de
activar linfocitos T virgenes, produciendo una respuesta inmune primaria. Estas células
actian como nexo entre la inmunidad innata y adaptativa, pues detectan sefiales en la
periferia (que pueden provenir de agentes externos o del mismo individuo) a través de
receptores altamente conservados que recenocen patrones moleculares relacionados a
patdgenos o sefales de peligro, procesan la informacion capturada y migran hacia
estructuras especializadas presentes en el organismo, denominadas érganos linfoides,
en donde entregan la informacién a linfocitos T, los cuales producen una potente
respuesta antigeno-especifica y permiten el establecimiento de la memoria
inmunolégica (Banchereau y col., 2000}. El tipo de respuesta gatillada es especifica, y
dependera del microambiente en que la DC capturé las sefiales en la periferia,
pudiendo generarse una respuesta de inmunidad o de tolerancia (Banchereau vy
Steinman, 1998},

Las DCs pueden clasificarse, segin su linaje, en células plasmacitoides o
mieloides. Las DCs plasmacitoides se caracterizan por secretar altas cantidades de
interferén-alfa (IFN-a) en respuesta a virus, por lo que son conocidas también como
células productoras de interferén (IPCs), mientras que las DCs de origen mieloide
maduran rapidamente en respuesta a agonistas de receptores tipo Toll (TLRs),
expresados en su superficie (Ziegler-Heitbrock y col., 2010). Ademas, las DCs pueden

clasificase segln su localizacién anatémica, encontrandose las DCs epidérmicas o




células de Langerhans, DCs dermales o intersticiales, DCs marginales de bazo, DCs
interdigitantes en linfonodos, DCs timicas, DCs hepéticas y DCs sanguineas
{Banchereau y col., 2000); estas Gltimas corresponden al 0,16 - 0,68% de leucocitos
circulantes en la sangre (Hasskamp y col,, 2005). Las DCs de origen mieloide se
caracterizan por una alta expresion de la integrina CD11c, que esta involucrada en la
adhesiodn de las DCs al tejido endotelial cercano a una respuesta inflamatoria (Coates y
Thomson, 2002). Otro marcador relacionado al linaje mieloide de DCs es CD1a, el cual
es miembro de la familia de moléculas similares a las del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase [, y que participa en la presentaciéon de moléculas
lipfdicas, siendo alitamente expresado en células de Langerhans (DCs de piel y
mucosas) ¥ en DCs derivadas de monocitos (Brigl y Brenner, 2004, Tang y col., 2005);
sin embargo existen DCs mieloides CD1a’, las cuales difieren de las DCs CD1a" en la
secrecion de citoquinas como interleuguina (IL)-12 (Cernadas y col., 2009).

En una respuesta inmunogénica gatillada por la deteécidon de sefiales
inflamatorias, que pueden ser foraneas [como lipopolisacarido (LPS), motivos maltiples
de citosina-guanina demetiladas (CpG) o doble hebras de ARN] o generadas por
células del sistema inmune innato [como IL-1B, factor de necrosis tumoral (TNF),
interferon gamma (IFN-y}, entre otras], las DCs endocitan antigenos presentes en el
microambiente circundanie, y luego sufren un proceso de activacion, en el que
aumentan la expresién en la superficie celular de moléculas del MHC clase | y 1l
cargadas con los antigenos procesados (Banchereau y col., 2000); ademas aumentan
los niveles de expresion de moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, moléculas
involucradas en la activacién celular como CD40, y la secrecién de citoquinas pro-
inflamatorias, como IL-12, IL-23 e IL-6 {Caux y col., 1994; Jensen y Gad, 2010). La

interaccién del complejo MHC:péptlido con el receptor del linfocito T (TCR), en conjunto




con la union de moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86) con su respectivo receptor
en el linfocito T (CD28) y de CD40 con su ligando CD40L, junto con presencia de
citoquinas proinflamatorias en el microambiente, conlleva a la activacién de linfocitos T
con funcién inmunogénica, y dependiendo de las citoquinas presentes en la
presentacion antigénica, los linfocitos T CD4+ pueden ser polarizados ya sea hacia un
petfil T *helper” (Th)1, mediado por IL-12; Th2, mediado por IL-4; o bien Th17, mediado
por IL-23, IL-6 y por el factor de crecimiento transformante—8 (TGF-B) (Banchereau y
Steinman, 1998; Kalinsky y col., 2010).

En contraste, en una respuesta tolerogénica, la ausencia de sefiales de peligro
y/o la presencia de factores anti-inflamatorios al momento del encuentro con el
antigeno, condiciona a las DCs a que expresen bajos niveles de moléculas
coestimuladoras, ademas de expresar citoquinas con funcién anti-inflamatoria, como
IL-10 y/o TGF-B. Lo anterior conlleva a una presentacién del antigeno a los linfocitos T
en un contexto de baja sefial coestimulatoria y/o al entregar una sefial inhibitoria, lo
que tiene por consecuencia la muerte (delecién} o el silenciamiento (anergia) de
linfocitos T efectores, o la generacién de linfocitos T reguladores (Morelli y Thomson,
2007). Este modo de accién permite considerar a las DCs como un elemento
fundamental en la mantencién de la tolerancia periférica, ya que las DCs estan
constantemente capturando moléculas antigénicas propias del organismo en
condiciones no inflamatorias (Férster y col., 2008) y presentando dichos antigencs a
linfocitos T en un contexto de tolerancia, suprimiendo de esta forma la respuesta de
linfocitos T autorreactivos, es decir, que reaccionan ante antigenos propios del
organismo, y que evadieron los mecanismos de selecciéon negativa en la tolerancia

central (Worbs y Férster, 2007).




3.2. Generacién y manipulacién de DCs in vitro

Si bien las DCs representan un bajo porcentaje de las células del sistema
inmune en la sangre, en la década de los 90 se describié un método que permite la
diferenciacion in vifro de monocitos de sangre periférica humana a DCs mediante el
tratamiento con las citoquinas IL-4 y el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF) (Sallusto y Lanzavecchia, 1994). La capacidad de diferenciar
monocitos a DCs in vitro, sumado al crucial rol de estas dltimas en la generacién de
una respuesta tanto inmunogénica como tolerogénica, las ha llevado a ser un blanco
atractivo para el desarrollo de inmunoterapias contra condiciones como céncer,
autoinmunidad y rechazo a trasplantes, entre otras (Nestle, 2000; Figdor y col., 2004:
Morelli y Thomson, 2007; Kalinski y col., 2009; Hilkens y col., 2010; Moreau y col.,
2012).

En el estudio de DCs generadas in vitro a partir de monocitos, se han empleado
diversos agentes para provocar la maduracién de ellas y la consecuente generacion de
una respuesta inmunogénica efectora. Dentro de estos agentes se pueden encontrar el
coctel de citoquinas compuesto por el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, IL-1B, IL-6 y
prostaglandina E; {PGE,) (Jonuleit y col., 1997); CD40L y agonistas de receptores de
tipo toll (TLRs) como poly 1:C, R848 y principalmente lipopolisacarido (LPS), los que
han sido descritos como potentes inductores de IL-12 y de una consiguiente respuesta
del tipo Th1 (Cella y col., 1996; Boullart y col., 2008; Dauer y col., 2008). Sin embargo,
para el desarrolio de inmunoterapias en humanos, se debe utilizar compuestos que
cumplan con condiciones clinicas, minimizando posibles efectos secundarios en los
pacientes a tratar. Es por ello que para la maduracién de las DCs para uso clinico, la
utilizacién de LPS, no es aceptable, pues presenta una alta toxicidad, considerandose

en su reemplazo el uso de otros agentes que cumplan una funcién equivalente. Tal es




el caso del monofosforil lipido A (MPLA), un derivado de la region lipido A del LPS que
conserva la regidén inmunolégicamente activa, pero es de baja toxicidad en
comparacién al LPS (Evans y col., 2003). Ambas moléculas son agonistas del receptor
de inmunidad innata TLR-4, sin embargo la diferencia en toxicidad de ambas moléculas
radicaria en el reclutamiento preferencial de la proteina adaptadora TRIF en la
activacion de TLR-4 mediada por MPLA, en contraste al reclutamiento de la proteina
adaptadora MyD88 en la activacion de TLR-4 mediada por LPS (Mata-Haro y col.,
2007), y en la consecuente activacién de la via de la MAP quinasa p38 (Cekic y col.,
20089). El MPLA ha sido caracterizado como un activador de DCs y linfocitos T (Ismaili
y col, 2002) y ha sido utilizado como adyuvante para el desarrollo de vacunas

(Drachenberg y col., 2002; Dubensky y Reed, 2010).

3.3. Induccién de tolerancia en DCs in vitro

Como se menciond previamente, [a manipulacion de DCs también se ha
enfocado en la generacion de células con un perfil tolerogénico. Se describe a las DCs
tolerogénicas (tDCs} como células inmaduras o semi-maduras, resistentes a la
maduracion, o activadas de forma altemativa, que se caracterizan por la expresién baja
o intermedia de moléculas coestimuladoras, la baja secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-12, junto con una alta secrecioén de la citoquina IL-10. Lo anterior
conllevaria a que estas células tengan la capacidad de generar linfocitos T reguladores
productores de IL-10 {Morelli y Thomson, 2007). Para lograr desarrollar estas DCs in
vitro, diversos grupos se han enfocado en la utilizacion de distintos métodos; éstos
incluyen la modificacién genética de DCs con citoquinas anti-inflamatorias virales o
proteinas de fusién (Lu y col., 1999; Garroed y col., 2008), tratamiento en cultive con

citoquinas antiinflamatorias (Torres-Aguilar y col., 2010) o la exposicién a agentes




farmacolégicos (Hackstein y Thomson, 2004). Respecto a lo Gltimo, uno de los agentes
farmacolégicos descritos para la generacion de tDCs es el glucocorticoide
dexametasona. Los glucocorticoides han sido utilizados ampliamente en el tratamiento
de enfermedades autoinmunes y en la prevencion del rechazo a trasplante, y su
mecanismo de accién es regular negativamente los componentes de la via de
sefializacién del factor de transcripcién NF-kB, involucrada en la maduracién de DCs
(Matasic y col., 1998; Xiao-Kui y col., 2010). Como consecuencia, el uso de
dexametasona provoca en DCs la inducci6én de un fenotipo folerogénico, caracterizado
por la baja expresién de moléculas coestimuladoras, la elevada secrecién de IL-10 y
una baja respuesta de linfocitos T alo-reactivos (Matyszak y col., 2000; Xia y col., 2005;
Unger y col., 2009). Ademas, se ha documentado que la dexametasona promueve la
generacion de linfocitos T CD4* del tipo Th2, en desmedro de una respuesta Thi
(Franchimont, 2004),

La activacién alternativa, uno de los métodos de generacién de tDCs, consiste
en la estimulacion de estas células con un agente inmunosupresor en conjunto con un
estimulo de maduracién, con el objetivo de generar DCs in vitro con un fenotipo
tolerogénico y estable, el cual no sea afectado in vivo ante los estimulos inflamatorios
propios del receptor de las células (Rea y col., 2000). Respecto a lo anterior, se ha
documentado el uso de MPLA, en conjunto con dexametasona y vitamina D3, como
inductor de una activacion alternativa en DCs generadas a partir de monocitos de

pacientes con artritis reumatoide (AR} (Harry y col., 2010).

3.4. Quimioquinas y migracién de DCs
Importante en la funcién de las DCs es su capacidad de migracién. Como se

menciono previamente, las DCs tienen la capacidad de localizarse en distintos sitios




del organismo, lo que les permite vigilar y detectar agentes foraneos en la periferia,
siendo capaces luego de salir de los sitios de inflamacién y migrar hacia linfonodos,
con el fin de presentar los antigenos capturados y activar la respuesta inmune
adaptativa (Steinman y col., 2003).

La migracién de las DCs es dependiente de guimioquinas (Caux y col., 2000),
las cuales son proteinas de bajo peso molecular que tienen como funciéon principal
mediar la migracién celular a través de la unién a sus receptores expresados
diferencialmente en leucocitos (Zlotnik y Yoshie, 2012). Los receptores de
quimioquinas son estructuras proteicas de transmembrana pertenecientes a la familia
de receptores asociados a proteinas G {Baggiolini y col., 1897). La interaccién de la
quimioquina con su receptor produce cambios en los niveles de segundos mensajeros
en el citoplasma celular, llevando a la activacion de proteinas quinasas y al
reordenamiento de proteinas del citoesqueleio (Sato y col., 2001). Las quimioquinas
pueden ser clasificadas estructuralmente de acuerdo al patrén de cisieina en la zona
N-terminal de su cadena peptidica, encontrandose las quimioquinas del tipo CC, CXC,
C y CX3C, donde “C” indica un residuo de cisteina y “X” denota un aminoacido distinto
(Zlotnik y Yoshie, 2000). También pueden ser catalogadas funcionalmente como
inflamatorias u homeostaticas: las primeras son inducibles en eventos inflamatorios y
tienen como funcién la migracién de leucocitos hacia dichas zonas de inflamacion,
mientras que las segundas son expresadas constitutivamente, y permiten la
recirculacién de leucocitos hacia érganos linfoides secundarios (Gunn, 2003). Sin
embargo, la clasificacién anterior no es absoluta, pues existen quimioquinas que
pueden cumplir una funcién dual, es decir, pueden ser homeostaticas y ser
sobreexpresadas ante un evento inflamatorio, o viceversa {(Zlotnik y Yoshie, 2012). La

expresion de receptores de quimioquinas es variable en las distintas células




leucocitarias, y estd asociada a la funcién que éstas cumplan. Lo anterior también se
aplica en la distintas poblaciones de DCs: por ejiemplo, CCR6 es expresado por células
de Langerhans, y su ligando, CCL20, es altamente expresado por queratinocitos al
producirse lesiones dérmicas, promoviendo la migracién de estas células a zonas de
inflamacion (Cavanagh y Von Adrian, 2002).

Las DCs inmaduras, que tienen una alta capacidad endocitica y expresan bajos
niveles de moléculas coestimuladoras, expresan receptores de quimioquinas como
CXCR1, CCR1, CCR2 y CCR5 (Sallusto y col., 1998), que responden a quimioquinas
proinflamatorias, tales como CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 y CCL8, entre otras (Sozzani y
col., 1997), y dirigen la migracion de las DCs a tejidos periféricos 0 a zonas de
inflamacién para la captura de antigenos (Caux y col., 2000, Figura 1). En procesos
inflamatorios originados en enfermedades autoinmunes como en AR, se ha descrito un
aumento en los niveles de quimioquinas como CCLS y CCL15 en el tejido sinovial, las
cuales estan involucradas en la acumulacién de leucocitos con alta expresidén de CCR1
y CCR5 en esas zonas (Haringman y col., 2006). Por tal motivo se han realizado
ensayos clinicos utilizando bloqueadores de receptores de quimioquinas como CCRA1,
CCR2 y CCR5, con el fin de evitar la acumulacién de leucocitos, principalmente
monocitos, en esas zonas y disminuir la respuesta inflamatoria local (Szekanecz y col.,
2010).

Al detectar sefiales de peligro y procesar antigenos en un evento inflamatorio,
las DCs sufren un proceso de maduracién, en el cual disminuyen la expresion de los
receptores para quimioquinas proinflamatorias y se induce la expresion del receptor de
quimioquina CCR7 (Yanagihara y col., 1998, Figura 1). Este ultimo receptor es el
principal responsable de la migracién de DCs hacia 6rganos linfoides secundarios

(Saeki y col., 1999), en donde se produce [a presentacion antigénica a los linfocites T.
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Figura 1. Migracion de DCs mediada por quimioquinas. Las DCs circulantes o los
precursores de DCs expresan receptores de quimioquinas como CXCR4, CCR1 y CCRS, y se
localizan en la periferia en respuesta a quimioquinas secretadas en condiciones basales como
SDF-1/CXCL12 (reclutamiento homeostéatico de DCs) o ante quimioquinas generadas como
respuesta a un evento inflamatorio, como MIP-1a/CCL3 o RANTES/CCL5. Al capturar un
antigeno, las DCs sufren un cambio en la expresion de receptores de quimioquinas, expresando
CXCR4 y CCRY, lo que les permite la migracién hacia érganos linfoides secundarios para llevar
a cabo la presentacion antigénica. Imagen modificada de Sozzani y col., 1999.

Existen dos ligandos conocidos para CCR7: CCL19 y CCL21. CCL19 es expresado en
las areas de localizacion de linfocitos T en 6rganos linfoides secundarios, mientras que
CCL21 es expresado por células endoteliales de las vias linfaticas aferentes (Cravens
y Lipsky, 2002). Es importante destacar que CCR7 es expresado también por linfocitos
T virgenes, lo cual permite la co-localizacién de éstos con DCs en érganos linfoides
durante la presentacion antigénica, ademas de linfocitos B virgenes, timocitos durante
algunos estadios del desarrollo, y por células T de memoria central (Férster y col.,
2008). Ademas, la expresion de CCR7 en DCs ha sido también involucrada con la
inhibicién de la apoptosis (Sanchez-Sanchez y col., 2004) y el control de la velocidad

de migracion de las DCs mediante el reordenamiento de filamentos de actina (Riol-
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Blanco y col., 2005). El rol in vivo de CCR7 ha sido estudiado en ratones donde el gen
de CCR7 ha sido eliminado {(CCR77). Estos ratones tienen una arquitectura timica
anormal y son propensos a generar una respuesta autoinmune generalizada,
caracterizada por la presencia de linfocitos T y B infiltrando tejidos periféricos y la
generacion de estructuras linfoides terciarias, ademas de elevadas cantidades de
autoanticuerpos circulantes en dichos tejidos (Davalos-Misslitz y col., 2007). Estas
observaciones indican que CCR7 también participa en la generacién de la tolerancia
central.

En DCs maduras se ha descrito, junto con la expresiéon de CCR7, el aumento
en la expresion del receptor de quimioquina CXCR4 (Sallusto y col., 1998, Figura 1),
presente en bajos niveles en DCs inmaduras. Su ligando, CXCL12, es expresado en
diversos 6rganos y tejidos como higado, rifion, médula 6sea, 6rganos linfoides,
musculos, fibroblastos derivados de tejidos epiteliales, y en regiones del sistema
nervioso central, permitiendo la migracién basal de leucocitos y de células
progenitoras, que expresan CXCR4, hacia estos tejidos (Kucia y col., 2004). Las DCs
maduras tienen una alta respuesta quimiotactica ante CXCL12 (Lin y col., 1998; Ricart
y col,, 2011}, sin embargo, el aumento en la expresién de CXCR4 en estas células y la
funcién que tendria este comportamiento no es del todo conocida, aunque se plantea
que participaria en el inicio de la migracion de DCs a linfonodos secundarios
(Kabashima y col., 2007; Torzicky y col., 2012). Estudios realizados en ratones pff, que
carecen de los ligandos para CCR7, muestran que las DCs son capaces de migrar
hacia érganos linfoides secundarios de manera independiente de CCR7, aunque en
menor medida que en ratones silvestres (Gunn, 2003; Férster y col.,, 2008). Otra
funcién asociada a la expresién de CXCR4 en DCs, ademas de la participacién en la

migracién hacia linfonodos, esta relacionada con la sobrevida de estas células a través
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de la inhibicion del factor de transcripcion FOXQ3, involucrado en la activacion de
sefiales apoptoticas en DCs (Delgado-Martin y col., 2011).
3.5. ‘Respuesta quimiotactica de DCs tolerogénicas

Los trabajos iniciales realizados en el area de trasplante en modelos murinos,
mostraban que las tDCs ejercian una actividad supresora in vitro. Sin embargo, tales
resultados nce pudieron ser validados al evaluar la respuesta, gatillada por DCs
tolerogénicas, en experimentos in vivo, por lo que era necesario entender el
mecanismo por el cual estas DCs podian tener efecto sobre linfocitos T in vivo
(Buonocore y col., 2002; Coates y Thomoson, 2002). La respuesta a esta controversia
fue entregada en el trabajo de Garrod y col. (2006), en donde se muestra que la
expresién, inducida mediante manipulacidn genética, del receptor CCR7 en {DCs
generadas in vifro tiene por consecuencia el aumento en la sobrevida de alotrasplantes
de corazén, en un medelo murino. Este trabajo se suma a publicaciones previas en
donde se demuestra que la migracion de DCs hacia linfonodos juega un rol importante
en la induccion de una respuesta inmune como también de tolerancia (Bai y col., 2002;
Ochando y col, 2005), ya que las DCs inmaduras o en estado estacionario
constantemente estan capturando antigencs foraneos o propios, incluso sin la
presencia de un estimulo inflamatorio, y moviliziandose en baja frecuencia hacia vias
linfaticas aferentes (Fdrster y col., 2008). Todo lo anterior apunta a que las tDCs
deben ser capaces de migrar a érganos linfoides secundarios para inducir tolerancia, y
que la expresién de CCR7 serla importante para este fin. En ese sentido, se ha
descrito que [a “activacion alternativa” de las DCs induce la expresion de CCR7 (Sordi
y col., 2006; Anderson y col.,, 2009; Unger y col., 2009), v que estas células son

capaces de provocar [a sobrevida de alotrasplantes en ratones (Emmer vy col., 2006).
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En base a [o mencionado previamente, el presente trabajo tuvo como objetivo el
estudio de las propiedades migratorias de DCs humanas generadas in vitro a partir de
monocitos, las cuales han sido tratadas con dexametasona, con el fin de inducir
propiedades tolerogénicas, y con MPLA, un agente inmunoestimulador de uso clinico.
Este conocimiento sera de utilidad para determinar la funcionalidad de estas DCs,
previo a la implementacion de una inmunoterapia basada en la utilizacién de estas

células.
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4. HIPOTESIS

Las células dendriticas humanas tratadas con dexametasona y con monofosforil

lipido A (MPLA) poseen propiedades tolerogénicas y un patrén de migracién asociado

al trafico hacia érganos linfoides secundarios.

5.1.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar fenotipicamente la expresiéon de receptores de quimioquinas y la

capacidad migratoria de células dendriticas humanas generadas ex vivo a partir de

monocitos y tratadas con dexametasona y MPLA.

5.2

Objetivos especificos

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Obtener células dendriticas humanas con caracteristicas tolerogénicas a
partir de monocitos de sangre periférica de donantes sanos, mediante el
tratamiento con dexametasona y MPLA.

Analizar la expresién de receptores de quimioquinas en celulas
dendriticas tratadas con dexametasona y MPLA.

Determinar in vitro la respuesta quimiotactica de células dendriticas
tratadas con dexametasona y MPLA frente a quimioguinas

proinflamatorias y homeostaticas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Generacién de tDCs humanas a partir de monocitos de sangre periférica
de donantes sanos, mediante el tratamiento con dexametasona y MPLA.

El esquema de generacion de DCs humanas a partir de monocitos se muestra
en la Figura 2. Muestras de concentrados leucocitarios (“buffy coats”) de sangre
periférica de donantes sanos fueron obtenidas del Banco de Sangre del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile, bajo los protocolos establecidos por dicha
institucion. Para la obtencidn de monocitos, las muestras fueron procesadas mediante
el uso del céctel de enriquecimiento por seleccion negativa RosetteSep (StemCell,
Vancouver, Canada), siguiendo las indicaciones del fabricante. La fraccidn enriquecida
en monocitos fue diluida en tampon PBS (NaH.PO, 2,0 mM; Na,HPO, 10,0 mM; NaCl
1,55 M) suplementado con 2% v/v de suero fetal bovino (SFB, Hyclone, Logan, UT,
EUA) y fue centrifugada por 5 minutos a 1400 rpm. El precipitado celular fue
resuspendido en solucién de ACK (NH,CI 1,5 M; KHCO3 0,1 M; Nax-EDTA 1,0 mM) e
incubado durante 8 minutos a temperatura ambiente para lisar remanentes
eritrocitarios. Luego, las células fueron centrifugadas por 5 minutos a 1400 rpm,
resuspendidas en PBS-SFB 2% v/v, y las células vivas fueron cuantificadas utilizando
el método de exclusién de azul tripan en camara de Neubauer (Hausser Scientific,
Horsham, PA, EUA). Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 800 rpm por 10
minutos, para la eliminacién de plaguetas. Las células obtenidas fueron resuspendidas
en medio AIM-V (Gibco BRT, Grand Island, NY, EUA} a una concentraciéon de 2-
2,5x10° células por mL, suplementado con las citoquinas recombinantes humanas

(rh)lL-4 y rhGM-CSF (ambas de eBioscience, San Diego, CA, EUA), a una
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Figura 2. Esquema descriptivo del protocolo de generacién de DCs. A partir de “buffy
coats” se obtuvieron monocitos por seleccion negativa, y luego fueron cultivados en medio AIM-
V en presencia de GM-CSF e IL-4 por un tiempo de 5 dias. Al dia 3 el medio de cultivo fue
renovado y las células fueron tratadas con dexametasona, y 24 horas después fueron tratadas
con MPLA. Después de 24 horas, durante el dia 5, las células fueron cosechadas para andlisis.

concentracion de 500 U/mL cada una. El cultivo celular se realizé en placas de 6
pocillos (2,5 mL de cultivo por pocillo; Nunc, Roskilde, Paises Bajos) e incubado a 37°C
y 5% de CO; por 5 dias. Al dia 3 de cultivo, el medio fue renovado completamente por
2,5 mL de AIM-V con 500 U/mL de tanto IL-4 y GM-CSF, y luego fue suplementado con
dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a una concentracion final de 1 uM.
Luego de 24 horas de incubacion, las células fueron estimuladas con MPLA (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, EUA) a una concentracion final de 1 pg/mL, por 24 horas
adicionales. Al dia siguiente, correspondiente al quinto dia de cultivo, se observo la
morfologia de las DCs en un microscopio Optico (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania) y se tomaron fotografias usando una camara fotogréafica digital Sony Cyber-

shot DSC-S2000. Las DCs fueron cosechadas mediante lavados repetitivos de cada
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pocillo con tampdn PBS, cuantificadas con camara de Neubauer, y preparadas para

posteriores analisis.

6.2. Citometria de flujo

Los anticuerpos utilizados en este trabajo fueron los siguientes: anti(a-} CD11c
APC, a-CD14 FITC, a-CD40 FITC, a-CD80 FITC, a-CD83 FITC, a-CD86 PE, a-HLA-
DR FITC, a-CXCR1 FITC, a-CXCR2 PE, CXCR4 PE, CCR5 PE, CCR7 PE
(eBioscience); CCR1 PE (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA); CCR2 PerCP/Cy5.5
(Biolegend, San Diego, CA, EUA).

Posterior a la cosecha, 2x10° DCs fueron transferidas a placas de 96 pocillos
con fondo cénico (Nunc), centrifugadas a 2000 rpm por 2 minutos a 4°C, y
resuspendidas en PBS-SFB al 10% v/v. Luego, las células fueron incubadas con los
anticuerpos antes mencionados por 45 minutos, a 4°C y en oscuridad. Al término de la
incubacién dichas DCs fueron lavadas 2 veces con PBS + 3% SFB v/v. Por otro lado,
las DCs se incubaron con 7-aminoactinomicina D (7-AAD; eBioscience) y a-CD11c
APC para analizar su viabilidad. Las células fueron adquiridas en el citdbmetrc de flujo
FACSCalibur, usando el programa computacional CeliQuest Pro (Beckion Dickinson,
Mountain View, CA, EUA), v el analisis posterior de las muestras fue realizado usando
el programa WinMDI 2.9 (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA,

EUA).

6.3. Analisis de secrecion de citoquinas de DCs por ELISA
Sobrenadantes del dia 5 de cultivo de generacion de DCs fueron alicuotados y
guardados a -80°C. Luego se cuantificaron las citoquinas IL-10 e IL-12 secretadas por

las DCs mediante ensayos de ELISA fipo “sandwich”, Los anticuerpas a-IL-10 y a-IL-
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12p70 (captura), a-IL-10-Biotina y a-IL-12p40-Biotina (deteccién), las citoquinas rhil.-10
y rhiL-12, y la enzima HRP conjugada con avidina fueron provistos por eBioscience. En
placas de 96 pocillos transparentes y con fondo plano MaxiSorp (Nunc) se incubé 1
pg/mL de anticuerpo de captura a 4°C durante una noche, se lavé con PBS
suplementado con Tween 20 (US Biologicals, Swampscott, MA, EUA) al 0,05% v/v y se
dejé blogueando la placa con PBS suplementado con albimina de suero bovino (BSA;
Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, PA, EUA) al 0,5% p/v. Luego de 1 hora de
incubacién a temperatura ambiente, la placa fue lavada y cargada con las muestras
previamente descongeladas y con su respectiva curva de calibracion estandar, dejando
en incubacion por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, la placa fue lavada
y cargada con 1 pg/mL de anticuerpo de deteccion y con avidina-HRP y fue dejada en
incubacion por 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad, lavando
exhaustivamente luego de la incubacién. A continuacién se agregd el sustrato TMB
(Biolegend) y se dejé en incubacion en oscuridad hasta que los puntos mas altos
llegaron a una densidad o6ptica (DO), medida a 620 nm, de 0,9. Para detener la
reaccion enzimatica se agregé H.SO, 1M, v la solucién cambié de color azul a amarillo.
Finalmente se midié la DO a 450 nm, normalizada con la DO a 620 nm, en un lector de

absorbancia para placas (Tecan, Mannedorf, Suiza).

6.4. Ensayos de migracion de DCs

La capacidad migratoria de las DCs generadas in vitro fue evaluada mediante
ensayos de “Transwell”, utilizado placas de 24 pocillos con insertos de 6,5 mm de
diametro que en su fondo posefan una membrana de policarbonato con poros de 5 pm
(Corning Costar, Corning, NY, EUA). El protocolo realizado se basé en lo descrito por

Putz y col. (2006). En primer lugar, 600 uL de medio AIM-V suplementado con las
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quimioquinas RANTES/CCL5, SDF-1a/CXCL12 ¢ MIP-3B/CCL18 (Peprotech, Rocky
Hill, NJ, EUA), a una concentracion de 250 ng/mL, fue adicionado a los pocillos de la
placa o pocillos inferiores del sistema. Luego, los insertos fueron colocados sobre cada
pocillo, v 100 pL de medio AIM-V con 1,5x10° DCs sometidas a los distintos
tratamientos fueron agregados en los insertos o pocillos superiores. El sistema fue
dejado en incubacion por 4 horas a 37°C y a 5% de CO,, y luego de ese tiempo los
insertos fueron retirados y la parte inferior de la membrana, en contacto con el medio
suplementado con quimioquina, fue enjuagada cuidadosamente con el mismo medio
con el que estaba en contacto. La migracién de DCs desde el pocillo superior al pocillo
inferior del sistema fue medido mediante citometria de flujo: para ello, se adquirié en el
equipo FACSCalibur ia cantidad de células presentes en el pocillo inferiar del sistema
manteniendo constantes tanto la velocidad del flujo del equipo {velocidad “MED” de 35
pifmin) como el tiempo de adquisicion de datos (3 minutos) en todas las mediciones,
con el fin de comparar las diferencias entre el total de las células adquiridas por el
equipo. Para los analisis se definié la variable “Tasa de migracién” (Tmig), que
corresponde al cuociente entre células que migran de manera especifica a una

quimiogquina y células que migran hacia medio sin quimioquina.

# células que migran hacia quimioquina especifica
# células que migran hacia medio sin quimioquina

Tmig (quimioquing) =
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Figura 3. Ensayo de migracién in vitro a través del sistema de membrana “Transwell”,
Las DCs obtenidas (1,5x10°) fueron plaqueadas en el pocillo superior de sistema, mientras que
en el pocillo inferior fue colocado medio suplementado con quimioquinas. Luego de 4 horas de
incubacion, las células presentes en el pocillo inferior fueron cosechadas y contadas por
citometria de flujo.

6.5. Analisis estadistico.

Las diferencias entre los distintos tratamientos de las DCs para todos los
ensayos fue realizado mediante andlisis de ANOVA de 1 via para mediciones
repetidas. Para los casos en que el analisis de ANOVA dio como resultado p<0,05, se
realizo una post-prueba de Tukey, a excepcién de los ensayos de migracién en donde
se analizé mediante ensayos de t pareado de 2 colas cuando se cumplia con el criterio
de significancia del ANOVA. Los andlisis se realizaron utilizando el programa

computacional Prism v5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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7. RESULTADOS

7.1. Generacién de células dendriticas a partir de monocitos de sangre
periférica

La diferenciacién de monocitos a DCs se llevé a cabo in vifro usando las
citoquinas [L-4 y GM-CSF, tal como se ha descrito previamente (Sallusto y
Lanzavecchia, 1994). La pureza inicial de los monocitos cultivados de acuerdo a la
expresion del marcador CD14 fue >75%, acorde a lo descrito por el fabricante del
producto de enriquecimiento. Durante el tiempo de diferenciacién de monocitos a DCs,
las células fueron estimuladas con dexametasona y MPLA, obteniendo al dia 5 de
cultivo 4 condiciones de DCs: los controles sin tratamiento (iDC), tratadas con MPLA
(*MPLA DC) y tratadas con dexametasona (+Dex DC); y las células de interés tratadas
tanto con dexametasona y MPLA (+Dex+MPLA DC).

Al dia 5 de cultivo, previo a la cosecha de las DCs, se evalué la morfologia de
éstas en todas las condiciones evaluadas. Coma lo ilustra la Figura 4, tanto iDCs como
+Dex DCs muestran una forma redonda, mientras que +MPLA DCs presentan largas
prolongaciones cuando se encuentran adheridas a la placa. Las +Dex+MPLA DCs, por
ofra parte, presentan una morfologia alargada, pero visualmente menor en

comparacion a +MPLA DCs.
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Figura 4. Morfologia de DCs obtenidas con distintos tratamientos a través microscopia
optica . Previo a la cosecha de las DCs, al dia 5, se observé la forma de estas células en la
placa de cultivo a través de un microscopio Optico, y campos representativos fueron
fotografiados. Zoom dptico de 100X. La barra de la esquina inferior derecha (100 uM)
representa la escala métrica de las fotografias tomadas.

Al momento de cosechar las DCs, se pudo notar que tanto iDCs como +Dex
DCs estaban fuertemente adheridas al fondo de la placa, por lo que eran dificiles de
cosechar. Las DCs tratadas con MPLA también estaban fuertemente adheridas, pero al
momento de cosecharlas eran faciles de despegar del fondo de la placa; esto mismo
fue notado al cosechar +Dex+MPLA DCs. Esta observacion es concordante a lo
descrito por Raich-Regué y col. (2011).

Posterior a la cosecha de las DCs, se analizo la viabilidad y la pureza de estas
células por citometria de flujo, mediante marcaje con 7-AAD y CD11c respectivamente
(Figura 5). Para ello, se establecieron 2 criterios para seleccionar las DCs en estos

analisis (Figura 5.a): el primero fue seleccionar las células a través de parametros de
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Figura 5. Morfologia, viabilidad y pureza de los cultivos de DCs analizada por citometria
de flujo. (a) Criterios de seleccion de regiones por parametros de tamario (FSC) y granularidad
(SSC, “density plot” izquierdo) y por seleccion de los eventos CD11¢c* ("density plot” derecho).
(b) Viabilidad, medida por 7-AAD, de los eventos seleccionados por los 2 criterios antes
mencionados, mostrando un “density plot' representativo para el marcaje y un grafico del
porcentaje de células vivas o negativas para 7-AAD. (¢) Gréfico del porcentaje de pureza de las
DCs obtenidas, considerando las células vivas. Las barras de los graficos representan la
desviacion estandar de los datos. n = 5 para ambos gréaficos.

tamario y granularidad (FSC y SSC, respectivamente), mientras que el segundo fue por
seleccion de eventos CD11c positivos (CD11¢*). Usando estos criterios en conjunto se
logré observar que las células obtenidas tenian similar porcentaje de viabilidad,
cercano al 70%, independiente del tratamiento durante el cultivo (Figura 5.b). El
porcentaje de DCs obtenidas fue calculado excluyendo los eventos 7-AAD* (células
muertas) en los eventos CD11c’, y resultdé ser cercano al 75% para todas las
condiciones estudiadas (Figura 5.c).

A pesar de que el primer criterio de seleccién de DCs (tamario y granularidad),

da como resultado sobre un 97% de células CD11c*, en las evaluaciones posteriores
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Figura 6. Diferencias en la expresion de CD11c y CD14 entre monocitos (Monoc) y los
distintos tratamientos de DCs analizados por citometria de flujo. (a) “Density plots’ de FSC
y SSC representativos para monocitos (izquierda) y DCs (derecha). (b) Imagenes
representativas de la expresion de CD11c y CD14 de monocitos y de las DCs generadas bajo
los distintos tratamientos. (c) Gréficos de MF| para CD11c (n=8) y CD14 (n =10). *** p < 0,001.

los eventos considerados como DCs son los que cumplen con los dos criterios
mencionados, salvo que sea mencionado en el experimento.

La diferenciacion de monocitos a DCs fue evaluada a través de la expresién de
CD11c y CD14, medida por citometria de flujo (Figura 6). Los resultados muestran que
tanto monocitos como las DCs cultivadas bajo las distintas condiciones son CD11c,
sin embargo las DCs tienen un nivel de expresion de CD14 muy bajo, en contraste con
los monocitos, los cuales expresan altos niveles de CD14. Cabe mencionar que las
DCs tratadas con dexametasona presentan una leve expresion de CD14, aunque esta

es mucho menor en comparacion a monocitos (p<0,001).
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7.2, Caracterizacion de las DCs generadas in vitro y tratadas con
dexametasona y MPLA

Para determinar si las DCs obtenidas mediante el tratamiento con
dexametasona y MPLA cumplian con parametros asociados a tolerancia, se midi6 en
éstas la expresidon del marcador de maduracion CD83, de las moléculas
coestimuladoras CD80 y CD86, de la molécula activadora CD40, y de la molécula del
complejo principal de histocompatibilidad clase |l humano HLA-DR, usando como
parametro de medicidn la intensidad media de fluorescencia determinada por
citometria de flujo (MFI, Figura 7). Las DCs tratadas con MPLA expresan altos niveles
de todas las moléculas antes mencionadas (MFI promedio de 94,39 para CD40; 17,53
para CD80; 410,36 para CD86; 34,90 para CD83 y 90,96 para HLA-DR), y el aumento
es significativo en comparacién a iDCs (p<0,05 para HLA-DR; p<0,01 para CD40;
p<0,001 para CD80, CD83 y CD86). El tratamiento con dexametasona (+Dex DCs)
mantuvo bajos los niveles de expresion de estas moléculas, comparables con iDCs
{p>0,05 para todos los casos) y significativamente menor que +MPLA DCs (p<0,001
para todos los casos). El tratamiento con dexametasona y MPLA indujo en DCs una
alta expresion de las moléculas CD80 y HLA-DR, comparable a +MPLA DCs, pero a la
vez presentan bajos niveles de CD40, CD86 y CD83, comparable con iDCs, +Dex DCs,
y significativamente menor que +MPLA DCs. A pesar de lo anterior, el promedio de los
datos de MFI obtenidos sugiere una tendencia de +Dex+MPLA DCs de expresar
menores niveles de CD80 y HLA-DR (15,20 para CD80 y 71,78 para HLA-DR),
comparado a +MPLA DCs, y de expresar mayores niveles de CD40 (53,80), respecto a

iDCs y +Dex DCs (41,09 y 31,15, respectivamente),
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Un aspecto importante en la funcidn de las DCs es el patrén de citoquinas que
estas secretan. Es por ese motivo que se analizaron los niveles de IL-10 e IL-12 en el
medio de culiivo de DCs mediante ensayos de ELISA (Figura 8). Se puede apreciar
que el tratamiento con MPLA genera un aumento en la secrecién de IL-10 al dia 5 de
cultivo, alcanzando un promedio de 20,81 ng/mlL en el medio, mientras que el
tratamiento con MPLA de aquellas DCs incubadas previamente con dexametasona
induce un aumento adn mayor en la secrecion de esta citoquina, alcanzando un nivel
de secrecién promedio en el cultivo de 32,92 ng/mL. Tanto iDCs como +Dex DCs
secretan una menor cantidad de esta citoquina (1,74 ng/mL y 1,51 ng/mL,
respectivamente), comparado con las condiciones tratadas con MPLA. Para el caso de
IL-12, se observa que Gnicamente el estimulo de maduracién con MPLA fue capaz de
inducir la secrecion de dicha citoquina (14,90 pg/mL), y que el tratamiento con
dexametasona previo al tratamiento con MPLA impidi6 la secrecién de IL-12 por parte
de las DCs, quedando en niveles comparables a iDCs y +Dex DCs. Cabe mencionar
que [a cantidad de IL-12 secretada por las DCs, comparada a IL-10, es muy baja,
estando en el limite de deteccién del ensayo de ELISA en los sobrenadantes de iDCs,

+Dex DCs y +Dex+MPLA DCs, y siendo mas elevada en +MPLA DCs.
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Figura 7. Fenotipo de las DCs en estudio analizado por citometria de flujo. (a) Histogramas
representativos para los marcadores de superficie estudiados, mostrando el marcaje del
anticuerpo respectivo (linea negra) junto al valor de MFI, y de su isotipo (curva gris). (b)
Graficos de MF| + desviacién estandar para cada marcador de superficie estudiado (n = 10 para
CD40, CD80y CD83; n = 8 para CD86 y HLA-DR). * p< 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 8. Secreciéon de citoquinas en DCs ante los tratamientos con dexametasona y/o
MPLA medido por ELISA. Sobrenadantes del dia 5 de cultivo de DCs fueron colectados, y en
ellos fue medida la concentracion de las citoquinas IL-10 e IL-12p70 mediante un ensayo de

ELISA tipo “sandwich” .Las barras de los graficos corresponden a la desviacion estandar de los
datos analizados. n = 5 para ambas mediciones. ** p <0,01; *** p < 0,001.

7.3. Expresiéon de receptores de quimioquinas en DCs ante los tratamientos
con dexametasona y MPLA

Para conocer la potencial capacidad migratoria de las DCs sometidas a distintos
tratamientos, se analiz6 la expresion de receptores de quimioquinas en éstas a través
de citometria de flujo (Figura 9). Los receptores analizados han sido previamente
descritos en DCs generadas in vitro a partir de monocitos y orquestan la migracién de
estas células dependiendo del estado de maduraciéon que tengan (Caux y col., 2000).
Para el analisis se consideré el porcentaje de DCs positivas para cada receptor,
generando las regiones positivas y negativas a través de la marca del isotipo
respectivo para cada anticuerpo utilizado. En el presente estudio se observé que los
receptores de IL-8, CXCR1 y CXCR2, estan expresados en bajos niveles en todos los

tratamientos de las DCs. Similarmente, se observo una ligera expresion de CXCR1 en
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iDCs, aunque tal diferencia no fue significativamente distinta al resto de los
tratamientos (Figura 9). Como control positivo de tincion se marcaron células de sangre
total con ambos anticuerpos, seleccionando la poblacién granulocitica, la cual presenta
alta expresién de ambos receptores (Figura S1).

Respecto a los otros receptores analizados, fue posible notar que la expresion
de CCR1, CCR2 y CCR5, receptores para quimioquinas inflamatorias, fue alta en +Dex
DCs, en contraste a los otros tratamientos. En detalle, para el caso de iDCs se observd
una alta expresion sélo de CCR1 (21,92% promedio) al compararlo con el control de
células maduras +MPLA DCs (promedio de 2,95%; p<0,05), mientras que la expresion
de CCR2 y CCRS5 fue baja en iDCs, con porcentajes promedio de células positivas de
16,43% y 3,97% para respectivo receptor, no encontrandose diferencias con +MPLA
DCs, a pesar de que éstas tuvieron en promedio una menor expresiéon para CCR2 y
CCRS5 (4,41% y 2,26% respectivamente). El estimulo con MPLA de +Dex DCs provoco
la disminucién en la expresion de estos 3 receptores (p<0,001 para CCR1 y p<0,01
para CCR2 y CCR5 respecto a +Dex DCs) (Figura 9). En contraste a lo anterior, la
expresion de los receptores para quimioguinas CXCR4 y CCR7 fue alta en +MPLA
DCs, con promedios de células positivas para CXCR4 de 23,13% y para CCR7 de
17,44%, y baja en los controles iDCs (10,55% y 6,12% respectivamentie) y +Dex DCs
(11,08% y 5,45% respectivamente), mientras +Dex+MPLA DCs presentaron un
porcentaje de expresiéon de 22,07% para CXCR4 y de 12,32% para CCR?7, siendo
significativamente mayor respecto a los controles iDC y +Dex DC para ambos casos, y
comparables a +MPLA DCs, aunque el promedio resulté levemente menor para el caso

de CCR7 {Figura 9).

30




&
&

b 4

&

e O . O [ .
= I I ] A s,
gq1.4d | | {2

me TSNS &8I NS g38FR° 8838BIR° RfEgeEve ggggmce §$ 8§ e
£ +LHOXD SEINIPO %  +ZHOXO SEINIPD %  +LHOD SEINIED %  +ZMOD SEINIPO %  +SMOD SRINIYD %  +¥MOXD SEINIPD %  +LNDD SEINjed %

o

é;

)

(

CXCR1

%:cxcnz
CCR1

scna
CCRS

> CXCR4
CR7

m - 4 A RT W A LA 4 mw

3 & 5 _ £ £ ] ,
ma let & | F s u b
mi & k2 i
m .,3 Wn‘ m 4 ﬁ n..lu | i

» | | gy " El &
el || sl (B0 (B e
: )& (¥ | ¥

e .

2LLad

31




Figura 9. Expresion de recepfores de quimioquinas en DCs tratadas conh dexametasona y
MPLA medido por citometria de flujo. {a) “Density plots” representativos para cada receptor
en las DCs obtenidas bajo distintos tratamientos, con el correspondiente porcentaje de DCs
positivas para cada caso {esquina superior derecha de cada imagen). (b) Graficos de
porcentaje de células positivas t desviacion estandar para cada receptor de guimioquina
estudiado en las DCs (n = 10 para CXCR1, CXCR2, CCR1, CCR2, CCR5 y CCR7; n = 12 para
CXCR4). * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001.

7.4. Migraciéon de DCs ante el fratamiento con dexametasona y MPLA

La funcicnalidad de los receplores antes analizados fue evaluada a través de
ensayos de migracion in vitro utilizando Jas DCs obtenidas en las distintas condiciones
de cultivo. Para ello se escogieron las quimioquinas RANTES/CCLS, SDF-1a/CXCL12
y MIP-3B/CCL19, descritas como quimioatractantes de DCs y con respuesta diferencial
relativo al estado de maduracion de éstas (Sozzani y col.,, 1998). Los receptores

estudiados con los cuales interacttta cada quimioquina se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Receptores de quimioquinas y sus ligandos. En la tabla se detallan sélo los
receptores estudiados en el trabajo, que han sidc descritos en poblaciones de DCs
previamente.,

Quimioquina Receptor Referencias

RANTES/CCL5 CCR1, CCR5 Sozzani y col., 1998

Delgado y col., 1998;

SDF-1a/CXCL12 CXCR4 Sallusto y col., 1998

MIP-3B/CCL19 CCR7 Sozzani y col., 1998

El experimento y la obtencién de los datos de migracién fueron realizados de la
forma descrita por Putz y col. (2006), utilizando camaras “Transwell” de similares

caracteristicas y analizando los datos a través de citometria de flujo. Para el analisis de
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migracion de DCs se conto las células de la regién que por el criterio de tamafio y
granularidad correspondian a DCs (Figura 10.a). Con este criterio, se calculd la Tmig
de cada uno de los tratamientos de DCs obienidos, es decir, el cuociente entre la
cantidad de células dentro de la regién definida que migran de manera especifica en
respuesta a una quimioquina y las células de la misma regién que migran hacia el
medio sin quimioguina.

El andlisis de migraciéon (Figura 10.b) muesira que +Dex DCs son las (nicas
que tienen una respuesta elevada hacia CCL5, con un Tmig promedio de 2,16,
respecto a los otros tratamientos de DCs (Tmig promedio de 1,34 para iDCs, 1,35 para
+Dex DCs y 1,56 para +Dex+MPLA DCs). De la misma forma, +MPLA DCs son
capaces de migrar tanto hacia CXCL12 (Tmig de 4,60) como hacia CCL19 (Tmig de
10,79), si se compara con iDCs (Tmig de 2,03 para CXCL12 y de 1,64 para CCL19) y
+Dex DCs (Tmig de 1,72 para CXCL12 y de 1,34 para CCL19). El tratamiento con
MPLA de +Dex DCs genera un cambio en el patrén de migracién, es decir, las DCs
dejan de responder hacia CCL5S (p<0,01) y son capaces de migrar hacia CCL18 y a
CXCL12 (Tmig promedio de 3,23 y 3,54, respectivamente}, aunque esta capacidad fue
significativamente menor para el caso de CCL19 (p<0,05) y similar para CXCL12, al

compararlas con +MPLA DCs.
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Figura 10. Migracién in vitro de DCs tratadas con dexametasona y MPLA evaluada
mediante ensayos “Transwell”. (a) “Dot plot’ en donde se muestra la regién seleccionada
para el conteo de DCs migratorias, realizado por citometria de flujo. (b) Migracién de DCs
obtenidas en respuesta a 250 ng/mL de CCL5, CXCL12 y CCL19. Graficos de Tasa de
migracién (Tmig) + desviacién estandar son mostrados para las DCs en respuesta a cada
quimioquina (n = 6 para cada experimento). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.




8. DISCUSION

El uso de DCs tolerogénicas se ha convertido en una interesante estrategia
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y para evitar rechazo a trasplantes.
Lo anterior ha sido probado en modelos animales (Hilkens y col., 2010; Moreau y col.,
2012), y ha llevado a la conduccién de los primeros ensayos clinicos aplicando estas
celulas (Giannoukakis y col., 2011). Antes de llegar a una etapa clinica, es necesario
conocer caracteristicas funcionales de las tDCs que predigan una accién promisoria en
la posible terapia a desarrollar.

La presente memoria de titulo tuvo como objetivo analizar la capacidad
migratoria de DCs generadas ex vivo a partir de monocitos de sangre periférica y que
cumplen con un perfil tolerogénico, el cual fue inducido por medio del tratamiento con
el glucocorticoide dexametasona y con el agente de maduracion MPLA. Antes de
analizar dichas caracteristicas, se estudié el perfil que poseian las DCs generadas, ya
sea en [a expresidon de moléculas coestimuladoras y del complejo principal de
histocompatibilidad clase Il, como en la secrecién de citoquinas como IL-10 e [L-12, y
con ello evaluar la adquisicion de propiedades tolerogénicas por parte de las DCs

generadas.

8.1. Diferenciacién de monocitos a DCs

Se observé que al dia § y final del cultivo, las DCs obtenidas difieren de los
monocitos en la expresién de CD14, disminuyendo ésta en todas las condiciones
evaluadas. Sélo las +Dex DCs mostraron una leve expresion de dicho receptor.

Durante la realizacion del presente trabajo, se detectdé que las DCs obtenidas no sélo
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presentan niveles bajos de CD14, sino que ademas expresan CD1a en su gran
mayoria, el cual es un marcador de DCs de origen mieloide (Coates y Thomson, 2002;
Tang y col., 2005), a diferencia de monocitos que no lo presentan (Figura S2). Estos
resultados indican que la diferenciacion de monocitos a DCs fue lograda bajo las
condiciones aqui establecidas, incluso para el caso de las +Dex DCs, en donde estaba
descrito previamente un efecto inhibitorio de la dexametasona en la diferenciacion de
las DCs (Matasic y col., 1899).

Respecto a las caracteristicas morfoldégicas (Figura 3), se observd una
diferencia entre las DCs obtenidas, Ia cual estaria gatillada por el estimulo con MPLA,
pudiéndose notar que estas células aumentan la superficie celular y presentan largas
prolongaciones, en concordancia a trabajos donde usan este agente (Raich-Regué vy
col., 2011), y concordante a un fenotipo de DC madura (Banchereau y Steinmann,
1998). Visualmente fue posible apreciar que las +MPLA DCs presentaban
prolongaciones mas largas eh comparacion a las +Dex+MPLA DCs, encontrandose
una primera diferencia entre ambas condiciones de DCs mencionadas antes de realizar
otros tipos de analisis. Respecto a la viabilidad de estas células (Figura 4.c), tanto el
tratamiento con dexametasona como con MPLA no afectd la viabilidad de ellas, siendo
ésta similar a [a de iDCs, las cuales no recibieron ninguno de estos compuestos, por lo
que el porcentaje de células muertas obtenidas fueron consecuencia de las
condiciones generales de cultivo y del experimento, y no de la presencia de estos
agentes en el medio. Esto fue reafirmado al determinar los porcentajes de células
CD11c* encontrados para cada condicién, los cuales fueron similares para todos los
casos estudiados, y cercanos al 75%. Respecto a lo anterior, puede apreciarse en ios
analisis de citometria de flujo de DCs una pequefia poblacién (entre un 15-20%) de

células CD11c’, que segiin parametros de tamafio y granularidad corresponderian a
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linfocitos, que aparecen por causa de las caracteristicas del producto de aislamiento de
monocites utilizado y que persistieron durante el tiempo de cuitivo de las DCs, pero no
fueron considerados en los andlisis de citometria de flujo (Figura 4.a). Esta poblacién
linfocitaria podria tener un efecto sobre las DCs generadas in vifro principalmente por
la activacion de DCs por tales remanentes, como ha sido descrito en DCs modificadas
genéticamente (Chinnasamy y col., 2005), por lo que para una eventual terapia
debleran usarse productos que garanticen una alta pureza de monocitos y/fo DCs en
cultivo. No obstante, se han realizado ensayos clinicos en céncer con DCs cuyas
purezas eran similares al presente trabajo, obteniendo resultados positivos en la
sobrevida de pacientes (Escobar y col., 2005; Lépez y col.,, 2009). Ademas, para
efectos del estudio realizado, los remanentes linfocitarios del cultivo no generaron un

efecto de maduracién en las DCs generadas, discutido a continuacién.

8.2. Perfil tolerogénico de +Dex+MPLA DCs

La primera aproximacioén del perfil de las DCs obtenidas se obtuvo al estudiar la
expresion, por citometria de flujo, de moléculas coestimuladoras y del complejo
principal de histocompatibilidad clase [l. Dichos analisis se realizaron en base a la MFI,
ya que para algunas moléculas se observé que en los distintos tratamientos de DCs
estudiados habia un alto porcentaje de células que las expresaban, y o que variaba
principalmente era la densidad en la supetficie celular de cada una de ellas. De ese
modo, pudo apreciarse que el tratamiento con MPLA provocé en DCs un aumento en
la expresién de todas estas moléculas, utilizandose este tratamiento como control
positivo de maduracidon de DCs. Trabajos previos han mostrado que MPLA tiene un
efecto similar al LPS, un potente agente inmunoestimulador, en las DCs (Harry y col.,

2010; Garcia-Gonzalez y col., manuscrito en preparacion), lo que ha motivado el uso
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de MPLA en la generacion de DCs con aplicabilidad clinica. Tanto las iDCs como las
+Dex DCs mostraron bajos niveles de estas moléculas respecto a las +MPLA DCs, en
concordancia a un perfil inmaduro, y por tal razén fueron usadas como control negativo
para los analisis. El tratamiento con MPLA de las DCs previamente tratadas con
dexametasona dio como resultado DCs que presentaron expresion de CD40, CD86 y
CD83 comparable a las iDCs y las +Dex DCs, y niveles de CD80 y HLA-DR
comparables a las +MPLA DCs. Lo anterior sugiere que las DCs con estas
caracteristicas presentarian una coestimulacién ineficiente durante la presentacién
antigénica. Se ha descrito a CD86 como la molécula mas importante en Ia
amplificacién de la sefial antigénica entregada por las DCs a las células T, y ademas Ia
interaccion de CD40, expresado por las DCs, con su ligando en linfocitos T (CDA40L),
provoca un aumento en la expresion de moléculas coestimuladoras y citoquinas pro-
inflamatorias por parie de las DCs (Banchereau y col., 2000). Por otro lado, CD83 es
un marcador bien caracterizado en las DCs maduras, ademas de ser importante en la
activacién de los linfocitos T y en el control de la respuesta inmune mediada por las
DCs (Lechmann y col., 2002; Fujimoto y Tedder, 2006), por lo gue su menor expresion
en +Dex+MPLA DCs es un fuerte indicio de que el tratamiento con dexametasona
impide la maduracién de las DCs, y que el estimulo posterior con MPLA da como
resultado células con caracteristicas distintas a las DCs inmaduras y maduras, que
serian capaces de presentar antigenos a los linfocitos T, pero no tendrian la capacidad
adecuada para polarizar a estos linfocitos hacia un perfil inmunogénico.

Otro factor importante para catalogar a una DC como tolerogénica es la
secrecion de citoquinas que ésta presenta. Con ese fin se evaluaron los niveles de [L-
10 e Il.-12 en sobrenadantes del cuitivo de las DCs, mediante ELISA, y asf determinar

el perfil que podrian inducir estas células sobre los linfocitos T, ya sea en la
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polarizacion de un perfil inmunogénico (como por ejemplo Th1, mediado por la
secrecion de IL-12) o un perfil regulador mediado por [L-10 {(Morelli y Thomson, 2007;
Stoop y col,, 2011). Los resultados mostraron que las +Dex+MPLA DCs son capaces
de secretar altos niveles de IL-10, y no son capaces de secretar IL-12, en concordancia
a una funcién reguladora por parte de estas células, previamente descrita en células
tratadas con dexametasona (Xia y col.,, 2005, Boks y col.,, 2012). En el mismo ensayo
pudo apreciarse que las +MPLA DCs fueron las dnicas capaces de producir niveles
significativos de IL-12; lo anterior supone que estas células tendrian la capacidad de
polarizar una respuesta T hacia un perfil inmunogénico, a pesar de los aitos niveles de
IL-10 secretados en comparacién a iDCs y +Dex DCs, aungue en menor medida
comparado a las +Dex+MPLA DCs.

Una aproximacion funcional sobre el efecto tolerogénico de las +Dex+MPLA
DCs sobre poblaciones linfocitarias fue obtenida mediante co-cultivos alogénicos entre
las distintas DCs generadas y linfocitos T CD4 + (Figura S3, trabajo de tesis de Lorena
Hoyos), en donde se abtuvo que las +MPLA DCs fueron las Unicas capaces de
provocar una alta expansién de estos linfocitos (47,78% de linfocitos T CD4+ CFSEXY),
a diferencia de los niveles de alo-proliferacién provocados por las +Dex+MPLA DCs
(10,58% de linfocitos T CD4+ CFSE™), los cuales son comparables a los obtenidos
con iDCs y +Dex DCs (10,33% y 6,51%, respectivamente). Este resultado concuerda
con el perfil tolerogénico de las +Dex+MPLA DCs, sugiriendo la capacidad de generar

anergia en los linfacitos T CD4* totales.
8.3. Expresion de receptores de quimioquinas en +Dex+MPLA DCs

La capacidad migratoria de las DCs es una caracteristica inherente a [a funcidn

que estas cumplen, estando el lugar hacia donde éstas se dirijan relacionado al estado
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de maduracién que ellas tengan, y por o tanto a la accién que estas células llevaran a
cabo, ya sea en el sitio de inflamacion o en los 6rganos linfoides. La migracion de las
DCs hacia distintas zonas en el organismo es consecuencia de la expresion diferencial
de receptores de quimioquinas, la que depende del estado de maduracion en el cual se
encuentren estas células (Caux y col., 2000). Debido a que las +Dex+MPLA DCs
poseen un fenotipo semi-maduro, secretan altos niveles de IL-10 y ademas suprimen la
aloproliferacion de linfocitos T CD4*, se hizo necesario evaluar la expresion de
receptores de quimioquinas y la capacidad migratoria in vitro de estas células para
predecir su capacidad de migrar hacia linfonodos ante una eventual aplicacién in vivo.

Para los receptores de IL-8, CXCR1 y CXCR2, se observd que su expresion de
superficie es baja en todas las condiciones de las DCs, a diferencia de trabajos previos
en donde se observa, por citometria de flujo, que las DCs inmaduras expresan niveles
detectables de CXCR1 en particular {Sallusto y col., 1998). Como control de los
anticuerpos utilizados se midieron dichos receptores en poblaciones granulociticas
(Figura S1), en las cuales su expresion ha sido descrita (Baggiolini y col., 1997). Estos
controles indicaron que los anticuerpos utilizados funcionaron de manera adecuada.
Diferentes trabajos publicados utilizan variaciones de la técnica que fue utizada para
esta memoria (citometria de flujo) u otras técnicas, como Western blot y la medicion de
ARN mensajero (ARNm), para detectar diferencias en la expresion de dichos
receptores (Sallusto y col., 1998; Alvarez y col., 2008); sin embargo, se ha descrito que
las DCs derivadas de monocitos no son capaces de migrar in vifro en respuesta a IL-
8/CXCL8 (Zhu y col., 2000), lo cual indicaria que estos recepiores no cumplen un rol
importante en [a migracién de estas DCs.

Por su parte, se encontré una alta expresién de los receptores CCR1, CCR2 y

CCRS en las +Dex DCs, en comparacion a los otros tratamientos estudiados. Es
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interesante notar que las iDCs expresan niveles bajos de estos receptores, a excepcién
de CCR1, el cual disminuye ante el estimulo con MPLA. Lo anterior sugiere que las
+Dex DCs podrian tener un fenotipo incluso mas inmaduro que las iDCs, ya que estas
tltimas podrian tener un grado, aunque menor, de activacidon. Un efecto similar
provocado por dexametasona en DCs humanas ya habia sido descrito previamente
para el caso de CCR2 (Roca y col., 2007). El estimulo con MPLA de las +Dex DCs
llevd a una disminucién del nimero de células que expresan estos receptores, acorde
a la pérdida del fenotipo inmaduro por parte de estas células. Lo anterior es
complementado al analizar los niveles de CXCR4 y CCR7, los cuales fueron
significativamente mayores en las +MPLA DCs, comparado a los encontrados en iDCs
y +Dex DCs. Una expresion comparable a la enconirada en +MPLA DCs de estos
receptores se detectd en las +Dex+MPLA DCs, aunque se observé una expresion
ligeramente menor para el caso particular de GCR7. Lo anterior es coherente con lo
descrito en trabajos recientes (Sordi y col., 2006; Boks y col., 2012), en los cuales las
DCs tratadas con dexametasona y posteriormente sometidas a un estimulo inflamatorio
expresan niveles mencres de CCR7, en comparacion a DCs maduras; sin embargo, en
este trabajo dicha diferencia no fue significativa. Este hallazgo denota que el estimulo
con MPLA provocd un cambio en el perfil de receptores de quimioquinas, desde uno
inmadure hacia uno activado, independiente de la modulacidén con dexametasona. Esto
es similar a lo desciito en el trabajo realizado por Anderson y col. (2009), en donde
hallan que el estimulo con un agente inflamatorio sobre las DCs tolerogénicas induce la
expresioén de CCR7.

Los resuitados discutidos previamenie muesiran que las +Dex+MPLA DCs
poseen un perfil tolerogénico, dado por la baja expresion de moléculas

coestimuladoras, el amplioc predominio de secrecién de IL-10 por sobre la de IL-12
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durante el tiempo de cultivo, y una disminuida respuesta alo-proliferativa generada en
linfocitos T CD4* totales. Sin embargo, estas .células expresan bajos niveles de
receptores de quimioquinas pro-inflamatorias, a la vez que son capaces de expresar
receptores de quimioquinas homeostaticas, caracteristicos de DCs maduras, que
tienen la capacidad de migrar a zonas de presentacion antigénica en ¢rganos linfoides
secundarios. Asimismo, la elevada expresién de moléculas MHC de clase 1] por parte
de las +Dex+MPLA DCs sugiere que estas células poseen un perfil presentador de
antigenos, caracteristico de las DCs maduras, en lugar de un perfil procesador de
antigenos como lo tienen las DCs inmaduras, sin embargo, la realizacién de ensayos
de endocitosis de las DCs generadas podrian esclarecer si estas células sufrieron un

cambio desde un perfil procesador hacia un perfil presentador de antigenos.

8.4. Respuesta migratoria de +Dex+MPLA DCs

Para determinar la funcionalidad de los receptores expresados por las DCs
generadas se realizaron ensayos de migracion in vitro a través de un sistema
“Transwell”. Para estos andlisis se consideraron las quimioquinas CCL5, CXCL12 y
CCL19: la primera ha sido descrita como un quimioatractante de DCs inmaduras,
mientras que las otras dos gatillan una respuesta migratoria en las DCs maduras
(Sozzani y col., 1998; Dieu y col., 1998; Foti y col., 1999; Sato y col., 2001; Villablanca
y col., 2008). CCL5 es una quimioquina involucrada en el reclutamiento de leucocitos
hacia zonas de inflamacién y mucosas a través de los receptores CCR1 y CCRS,
mientras que CCL19, ligando de CCR7, se encuentra presente en 6rganos linfoides
secundarios, promoviendo en estas estructuras la interaccién de DCs con linfocitos T
(Sallusto y Lanzavecchia, 1999; Stumbles y col., 2001), Para el caso particular de

CXCL12 y Ia interaccién con CXCR4, aun no esta del todo definido su rol en DCs
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maduras, pero se ha descrito que el blogqueo de dicha interaccion en DCs murinas
impide la migracién de DCs maduras hacia ¢érganos linfoides periféricos (Delgado-
Martin y col., 2011).

El andlisis de los ensayos de migracién fue realizado usando una variable
denominada Tasa de migracién (Tmig), con el fin de normalizar distintos experimentos,
y se realizaron dichos andlisis en los eventos que estuvieran dentro de la region
caracteristica de las DCs (como se muestra en la Figura 10.a), para evitar considerar
eventos que no fuesen DCs en los resultados.

Los ensayos de migracién mostraron un correlato con respecto a la expresion
de receptores de quimioquinas en las DCs. Asi, las +Dex DCs, que expresan altos
niveles de CCR1 y CCR5 fueron las que generaron una mayor respuesta migratoria
hacia CCL5, mientras que las +MPLA DCs, que presentan elevada expresion de CCR7
y CXCR4, respondieron hacia CXCL12 y en mayor medida hacia CCL19, lo cual
concuerda con un fenotipo maduro de DCs, como ya ha sido descrito en DCs maduras
(Humrich y col., 2006; Ricart y col., 2011). La respuesta hacia CCL5 de las +Dex DCs
fue baja, si se comparan las condiciones que mas respondieron a las ofras
quimioquinas estudiadas (Tmig de 10,79 para CCL19 y 4,60 para CXCL12 por parte de
+MPLA DCs, y Tmig de 2,16 para CCL5 por +Dex DCs). Los receptores para CCL5
expresados por las DCs son CCR1 y CCR5, ambos significativamente expresados en
las +Dex DCs aqui obtenidas, sin embargo la expresion de CCR1 es mayor que CCRS
en las +Dex DCs (promedio de 53,6% de DCs CCR1+ y 10,67% de DCs CCR5+). Para
determinar si la expresion diferencial de estos receptores incide en la migracion
dependiente de CCL5 de las DCs aqui generadas, ensayos de blogueo especifico de
los receptores CCR1 o CCR5 previo a [a realizacion de ensayos de migracion serian

cruciales para responder tal interrogante.
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Paralelo al desarrollo de este trabajo, Boks y col. {(2012) mostraron que el
estimulo con MPLA en DCs humanas derivadas de monacitos no indujo una alta
expresion de CCR7, y en consecuencia no encontraron una respuesta migratoria
significativa hacia CCL21, uno de los ligandos de este receptor, a diferencia del
presente estudio, en donde se observa una alta tasa migratoria hacia CCL19, como
consecuencia de la expresion de CCR7 en las +MPLA DCs. Si bien ambas
quimioguinas son ligandos de CCR7, esta diferencia puede ser la causa de los distintos
resultados obtenidos, o bien dicha disparidad podria radicar en los protocolos de
generacion y activacion de las DCs con MPLA.

En los resultados presentados, se observd una disminucién en la respuesta
migratoria de las +Dex+MPLA DCs hacia CCL5, junto con un aumento en la respuesta
hacia CCL19, comparado a las +Dex DCs, pero menor en comparacion a las +MPLA
DCs. Para el caso de CXCL12, las +Dex+MPLA DCs mostraron también un aumento
en la respuesta hacia CXCL12, en comparacién a las +Dex DCs, y esta respuesta no
arroj6 significancia al compararla con las +MPLA DCs. Esto significa que las
+Dex+MPLA DCs adquieren la capacidad de migrar en respuesta a la interaccion
CCL19-CCR7, aunque en menor medida respecto a las DCs maduras, y adquieren una
capacidad migratoria hacia CXCL12 similar a la que poseen las DCs maduras. En
patologias como cancer se ha descrito una elevada expresién de CXCL12 por las
células tumorales, que contribuiria a [a acumulacién de linfocitos T y DCs con funcion
supresora, con efecto local en la sobrevida tumoral {Gunn, 2003; Kalinsky y col, 2010).
Ademas, en AR se ha descritc un aumento en la expresién de CXCL12 en el tejido
sinovial de pacientes (Nanki y col.,, 2000). Estos antecedente nos sugieren que la
migracién en respuesta a CXCL12 por parte de +Dex+MPLA DCs podria no solo tener

un efecto en el reclutamiento hacia 6rganos linfoides secundarios, sino que también
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hacia al sitio mismo donde ocurre la inflamacién que provoca el dafio autoinmune, Esta
hipotesis seria clarificada analizando la migracién de las DCs in vivo hacia zonas de
inflamacién, por ejemplo en un modelo murino auteinmune como artritis inducida por
colageno (CIA), enfocandose en el blogueo de la interaccién CXCL12-CXCR4 en las
DCs mediante un agente farmacoldgico como AMD3100 (Delgado-Martin y col., 2011),
y correlacionarlo con un posible efecto en la enfermedad.

En base a lo anterior, es posible concluir la existencia de un efecto mediado por
MPLA en la migracién de las DCs, mediante la induccion en la capacidad de responder
a guimioatractantes involucrados en la migracidn hacia organos linfoides secundarios,
como CCR7 y CXCR4, y la disminucion de la respuesta migratoria anie una
quimioquina proinflamatoria. Lo anterior le confiere a las +Dex+MPLA DCs propiedades
distintas a las DCs maduras o inmaduras, ya que estas células tendrian la capacidad
de migrar hacia érganos linfoides, o eventualmente hacia el mismo sitio de inflamacion,
para provocar una respuesta de tolerancia. Estos resultados son promisorios para una
posible aplicacién futura de las +Dex+MPLA DCs en una inmunoterapia orientada a
restablecer la tolerancia en enfermedades autoinmunes o a prevenir el desarrollo de

rechazos a transplantes.

8.5. Proyecciones

El paso siguiente a dar en el estudio de las +Dex+MPLA DCs seria determinar
si estas células son capaces de migrar a 6rganos linfoides y generar una respuesta
tolerogénica en un modelo i vivo. El modelo NOD-SCID, que consiste en un ratdn
inmunosuprimido con carente actividad linfocitaria, niveles bajos o nulos de
inmunoglobulinas en la sangre, con baja actividad inmune innata, y en el que se

pueden transferir células de sangre periférica humana para realizar estudios preclinicos
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(Pearson y col., 2008), seria de gran utilidad ya que permitiria una aproximacion muy
cercana a lo que pudiese ocurrir en humanos sin poner en riesgo a personas, ya que
son las células humanas las que generan las respuestas inmunes en tales ratones.
Otro modelo, como por ejemplo de alguna enfermedad autoinmune en ratén coma CIA,
podria ser til a la hora de relacionar la migracién de las DCs generadas y el efecto
sobre la enfermedad estudiada. Ademas, a través de estos modelos podria evaluarse
el rol de la migracion de las DCs tolerogénicas hacia oOrganos linfoides en
enfermedades autoinmunes, de la misma forma que ya ha sido descrito en estudios de
trasplante (Garrod y col, 2006).

En relacion a la linea de investigacion del presente trabajo, se esta aplicando el
protocolo de generacion de las tDCs, descrito en esta tesis, a partlr de monocitos de
pacientes con AR, con el objetivo de evaluar la factibilidad de generar estas células
desde precursores obtenidos en un contexto inflamatorio, donde la respuesta
autoinmune en curso en estos individuos pudiese modificar el fenotipo final de las
+Dex+MPLA DCs, previamente caracterizada en individuos sanos. Nuevamente, la
caracterizacion del perfii de receptores de quimioquinas y de migracion en las DCs
tolerogénicas de estos pacientes podria ser usada como un indicio previo para predecir

el comportamiento de estas células al ser inyectadas en un paciente,
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9.1.

9.2,

9.3.

9. CONCLUSIONES

El tratamiento con dexametasona [e otorga a las DCs derivadas de monocitos
caracteristicas tolerogénicas, en base a la baja expresion de moléculas
coestimuladoras, perfil que es mantenido ante el estimulo con MPLA, molécula

que induce en éstas un aumento en la secrecién de IL-10 y no de IL-12.

El estimulo de las DCs con MPLA de forma posterior al tratamienio con
dexametasona, provoca un cambio en el perfil de receptores de quimioquinas,

siendo similar a un perfil de DCs maduras.

El estimulo con MPLA le confiere a las DCs tratadas con dexametasona la
capacidad de migrar in vitro en respuesta a CCL19 y hacia CXCL12,
guimioquinas claves en el reclutamiento hacia linfonodos, junto con una baja en
respuesta migratoria hacia CCL5, quimioquina proinflamatoria involucrada en el

trafico hacia la periferia.
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11.FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura S1. Expresion de CXCR1 y CXCR2 en poblacién granulocitica, medida por .
citometria de flujo. (a) Seleccidon de poblacién granulocitica por criterios de FSC y SSC. (b)

“Density plot” (izquierda) e histogramas (derecha) con la expresion de dichos receptores. El

marcaje con CXCR1 FITC, CXCR2 PE (lineas negras de histogramas) y sus respectivos

controles de isotipo (curvas grises) fue realizado segun lo establecido en Materiales y

Métodos. Un experimento representativo es mostrado.
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Figura S2. Expresién de CD1a en monocitos y los distintos tratamientos de DCs
analizados por citometria de flujo. Monocitos al dia 0 de cultivo, y las DCs dstintamente
tratadas al dia 5 de cultivo fueron marcadas con a-CD1a FITC (eBioscience) bajo el mismo
protocolo mencionado en Materiales y Métodos. Las células mostradas en cada “density plot”
fueron seleccionadas previamente por la expresion de CD11c. Un experimento representativo
es mostrado. Trabajo realizado por Paulina Garcia en el marco de su tesis de pregrado.
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Figura S3. Ensayos de alo-proliferacién de los distintos tratamientos de DCs con
linfocitos T CD4" analizados por citometria de flujo. Las DCs generadas ante los distintos
tratamientos con dexametasona y MPLA fueron co-cultivadas con linfocitos T CD4+
previamente purificados y marcados con carboxifluorescein succinimidil ester (CFSE) en una
razén DC:LT de 1:2, dejando en incubacion a 37°C y 5% de CO,. Como controles se dejaron
linfocitos T CD4" sin DCs (control negativo) y cultivados en presencia de OKT3 (eBioscience,
control positivo de proliferacién). Al dia 6 del co-cultivo, los linfocitos fueron cosechados y
marcados con a-CD4 PE-Cy7 (eBioscience) bajo el protocolo descrito en Materiales y Métodos.
La poblacién CD4" fue seleccionada para el analisis. (a) “Dot Plots” representativos para cada
condicién son mostrados. (b) Gréfico del porcentaje de células CD4" proliferantes (CF SE™™), del
total de células CD4", co-cutivadas ante los distintos tratamientos de DCs (n=7). **p<0,001.
Trabajo realizado por Lorena Hoyos en el marco de su tesis de pregrado.
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