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RESUMEN

Las células dendriticas (DC) son potentes células presentadoras de antigeno que juegan un
rol clave durante la induccién de la respuesta inmune especifica contra patégenos. Las DC
inmaduras, localizadas en tejidos periféricos, son los “sensores inmunoldgicos” que
monitorean a los patégenos, y entregan informacion a los linfocitos T (LT) en los érganos
linfoides secundarios, iniciando la respuesta inmune. Para este propésito, las DC expresan
en su membrana un amplio repertorio de receptores de reconocimiento de patogenos (PRR),
los que incluyen a los receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLR), que reconocen
componentes especificos del patégeno, tales como lipoproteinas (TLR2), lipopolisdcaridos
(TLR4) o ADN bacteriano (TLR9), entre otros. Los TLR entregan informacién a las DC a
través de cascadas de sefializacion intracelulares, dentro de las cuales se han descrito 3
familias fundamentales de proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK): ERK, INK
y MAPK p38.

El reconocimiento del patégeno por unién a algunos de estos receptores produce la
activacién y maduracién de las DC y la migracién desde los tejidos periféricos a los
6rganos linfoides secundarios (ganglios linféticos, placas de Peyer, amigdalas, etc). Como
resultado del proceso de maduracion, las DC aumentan la expresion de MHC-II y
moléculas coestimulatorias, como CD86, en su superficie. Ademds, disminuyen su
capacidad endocitica y, dependiendo de la naturaleza del estimulo y del microambiente
donde estas maduran, secretan diferentes citoquinas reguladoras de la respuesta inmune.
Debido a que las DC son poblaciones muy escasas en todos los érganos, la generacion de

ellas en cantidades suficientes para ser estudiadas, a partir de precursores hematopoyéticos




es un tema de investigacién actual. Se han explorado diversos factores con el objeto de
incrementar la produccion o regular la maduracién de las DC.

Basandose en lo anterior, el objetivo de esta tesis fue establecer las condiciones de cultivo
celular que permitan obtener un gran niimero de células dendriticas a partir de precursores
de médula ésea, y caracterizar fenotipica y funcionalmente las DC obtenidas. Los
resultados indican que, luego de 12 dias de cultivo de precursores de médula 6sea de raton
en presencia del sobrenadante de las células JS58L (fuente de GM-CSF), es posible
identificar dos poblaciones celulares (DC en suspension y DC adherentes) con
caracteristicas de DC por su expresion del marcador CDI1c. Fenotipicamente las DC en
suspensién presentan mayor expresion de moléculas MHC-II que las DC adherentes.
Adicionalmente, las DC en suspension expresan el marcador de maduracién CD86, a
diferencia de las DC adherentes que son negativas para esta molécula.

Al analizar la funcionalidad de ambos tipos de DC se observé que la poblacién adherente
tiene mayor capacidad endocitica que las DC en suspensi6n, mientras que en una reaccion
linfocitaria mixta no se observé diferencias entre ambos tipos de DC. El conjunto de estos
resultados muestra que las DC adherentes tienen un fenotipo de DC inmaduras comparadas
a las DC en suspension.

Se estudio la respuesta de estas dos poblaciones de DC a estimulos bacterianos analizando
el fenotipo y la secrecién de citoquinas post-activacion. No se observaron cambios en la
expresion de superficie de moléculas MHC-II y CD86 en respuesta a estimulos con
moléculas derivadas de microorganismos, como son LPS, LTA y Zymosan, ni a bacterias
Gram positivas o Gram negativas. Cuando se analizé la produccién de IL-2, IL-12 ¢ IL-10
en respuesta a estos estimulos, se observé que el patrén de secrecion fue similar en ambos

tipos celulares, donde las DC adherentes solo se diferenciaron de las DC en suspensi6n por
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la menor cantidad de IL-12 secretada, citoquina pro-inflamatoria caracteristica de una
respuesta Thl.

También se estudié el rol de la via ERK en las DC activadas con los estimulos microbianos
mencionados. Los resultados indican que esta via no estd involucrada en los cambios
fenotipicos (aumento en la expresion de moléculas MHC-11 'y CD86) post-activacion de las
DC, pero si en la secrecion de IL-2, I1-12 e IL-10. A partir de las cinéticas de activacion se
observd que ERK es fosforilada (pERK) tempranamente cuando ambos tipos de DC se
activan con los estimulos purificados o con bacterias. Una excepcién a esta regla la
constituyen las DC adherentes en las cuales no se observo la fosforilacién de ERK cuando
se estimularon con S.fyphimurium. Por otra parte, la via ERK s6lo pudo ser bloqueada
cuando las DC se activaron con los agonistas de TLR.

En resumen, los resultados de esta tesis demuestran que el cultivo de precursores de médula
6sea de ratén, en presencia del sobrenadante de la linea celular J5581., permite obtener un
gran numero de células dendriticas compuestas por dos tipos de células diferenciables por
sus propiedades de adherencia y por su fenotipo. Ambas poblaciones de DC responden a
estimulos microbianos secretando cantidades similares de citoquinas tales como IL-2, [L-12
e JL-10.

Los resultados obtenidos en esta tesis muesiran que en este tipo de cultivo es posible
separar una subpoblacién de DC inmaduras, las cuales podrian ser relevantes en el contexto

de trasplantes y de su capacidad de inducir tolerancia.
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ABSTRACT

Dendritic cells (DC) are potent antigen presenting cells that play a key role in the induction
of specific immune response against pathogens. Immature DC, localized in peripheral
tissues, are the “immunologic sentinels” that monitor pathogens and give the information to
T lymphocytes in secondary lymphoid organs to induce an effective immune response. To
this purpose, DC express Pattern Recognition Receptors (PRR), including Toll-like
Receptors (TLR), that recognize specific pathogenic components, such as lipoprotein
(TLR2), lipopolysaccharide (TLR4) or bacterial DNA (TLR9), among others. TLR’s gives
information to DC through signaling pathways among which three fundamental mitogen
activated protein kinases (MAPK) have been described: ERK, JNK and p38 MAPK.
Pathogen recognition through these receptors produce DC activation, maturation and
migration from peripheral tissues to secondary lymphoid organs (lymph nodes, Peyer’s
patch, tonsils, etc). Moreover, DC down regulates their endocytic capacity and, depending
on the nature of stimulus and the microenvironment where DC matures, they will secrete
different cytokines capable of modulating the immune response.

Because DC populations are very scarce in peripheral organs, a number of studies have
been directed at the producing them from hematopoietic precursors in high scale. Several
factors involved in increase production or in the regulation of DC maturity have been
explored.

Based on this information, the objective of this thesis was to establish culture conditions
that would permit the production of a high numbers of dendritic cells from bone marrow

precursors and to characterize them phenotypic and functionally.
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Our results indicate that after 12 days of culture in the presence of the supernatant from the
7558L cell line (a source of GM-CSF), murine bone marrow precursors generate iwo
different cell populations (in suspension and adherent) with DC characteristics, as identified
by their expression of CD11c. Phenotypic characterization showed that the non adherent
population of DC present a higher expression of MHC-II molecules than adherent DC as
well as the maturatiofi marker CD86 for which adherent DC’s are negative.

Functionally, it was possible to observe that the adherent population has a more potent
endocytic capacity than the non-adberent population while in a MLR both DC’s type
behaved identically. These results indicate that the adherent DC have a more immature
phenotype in comparison with the non-adherent DC.

In addition, we studied the response of these two DC populations to microbial stimuli,
analyzing their phenotype and cytokine secretion post-activation. We analyzed changes in
expression of surface molecules like MHC-II and CD86 and cytokine secretion in response
to microorganism de;'ived molecules (LPS, LTA or Zymosan) or wl;)le Gram (-) and (+)
bacteria. When the IL-2, IL-12 and IL-10 production was analyzed in response to these
stimuli we observed that the secretion pattern was very similar in both cell types, although
adherent DC secreted less IL-12 than non adherent DC, a characteristic pro-inflammatory
cytokine of Thl response.

The role of ERK pathway was also studied in DC activated with the microbial stimuli
mentioned before. The results indicate that this pathway is not involved in the observed
phenotypic changes (up regulation of MHC-II and CD86), but that it is involved in IL-2,
IL-12 and IL-10 secretion. From the activation kinetics we observed an early
phosphorylation of ERK (pERK) in both DC types with either purified or whole bacteria,

with exception that adherent DC were not activated with S.thiphimorium. Moreover, the
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ERK pathway could be blocked with a specific inhibitor when DC were activated in the
presence of TLR agonists.

In summary, the observations demonstrate that the culture of murine bone marrow
precursors in the presence of J558L cell line supernatant produces large amounts of two,
clearly distinguishable sub-populations of dendritic cells. These can be differentiated by
their phenotype and adherence properties. Both DC populations responds to microbial
stimuli secreting similar quantities of cytokines sucI; as IL-2, IL-12 and IL-10.

The results exposed in this thesis show that is possible prepare an immature DC subtype
which could be important in the context of transplantation and in their capacity to induce

tolerance.
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1. INTRODUCCION

Las células dendriticas (DC) son un grupo de células migratorias derivadas de precursores
hematopoyéticos de médula dsea, especializadas en la captacion, procesamiento, transporte,
y presentacion de antigenos (Ag) a linfocitos T (LT) (Steinman RM, 1991). En un estado
inmaduro las DC actiian como centinelas en los tejidos periféricos, donde continuamente
sensan el ambiente antigénico. Cualquier encuentro con productos bacterianos o tejido
dafiado, inicia la maduracién y migracién de las DC a los ganglios linféticos, donde
finalizara el proceso de maduracién. En este proceso las DC disminuyen su capacidad
endocitica, al tiempo que procesan el Ag (incluyendo productos bacterianos) para luego
exhibirlo en la superficie como péptidos en combinacién con moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) (Banchereau, J et al. 2000). La maduraci6n de las
DC ademds aumenta la expresion de moléculas coestimulatorias (CD86, CD40) que son
requeridas para una efectiva activacién del LT. En los drganos linfaticos secundarios, las
DC maduras gatillardn una respuesta inmune al interactuar con los LT que poseen en su
superficie un receptor especifico (TCR) para el cofﬁplejo péptido foraneo/MHC (Shortman
et al., 2002).

Las DC detectan sefiales de peligro, provenientes de microbios o dafio tisular mediante
receptores que incluyen entre otros, a los receptores Scavenger y a los receptores tipo
Toll (TLR), (Brightbill et al., 2000). Los TLR fueron identificados originalmente en
Drosophila como receptor esencial para el estaﬁlecimiento del patrén dorso-ventral en
embriones en desarrollo (Hashimoto et al., 1988). En 1996 se demostré que moscas

mutantes para Toll eran susceptibles a infecciones por hongos (Lemaitre et al., 1996).




Posteriormente, homélogos de receptores Toll fueron identificados, uno tras otro, en
mamiferos.

Actualmente, la familia TLR se compone de diez miembros en humano (TLR1-TLR10) y
de nueve en ratén (TLRI-TLR9). La porcion citopldsmica de los TLR muestra alta
similitud a la familia del receptor de interleuquina 1 (IL-1R), por lo que se denomina
dominio Toll/receptor IL-1 (TIR). Aparte de esta similitud, las porciones extracelulares de
ambos tipos de receptores no estn relacionadas (Takeda et al., 2003).

Las aproximaciones genéticas enfocadas a analizar la funcién fisiolégica de los TLR han
revelado papeles esenciales de estos receptores en el reconocimiento de patdgenos. Es asi
como cada uno de los TLR reconoce componentes microbianos especificos, demostrando
que el sistema inmune de mamiferos de esta manera discrimina el tipo de agresion en curso.
(Takeda et al., 2004). Por ejemplo, TLR4, el mas estudiado de estos receptores, reconoce
lipopolisacérido (LPS) bacteriano, mientras que TLR2 reconoce lipoproteina.
Interesantemente, los TLR no sélo reconocen componentes de membranas, sino también
acidos nucleicos como es el caso de TLR3 y TLRY, que reconocen ARN de doble hebra y
ADN no metilado (CpQ), respectivamente.

Sin embargo, en el evento de una infeccién, varios TLR son estimulados
simultineamente en reconocimiento al ligando, activando complejas vias de
transduccidn de sefiales. Para el caso de TLR4 se ha descrito la sefializacién a través del
reclutamiento de la quinasa asociada al receptor de IL-1, IRAK, y el factor 6 asociado al
receptor del factor de necrosis tumoral, TRAF6. Este tltimo interactia con un complejo
multiproteico que activa a la quinasa del inhibidor «B, IKK, y a p38, una proteina de la

familia de las MAPK. Cuando IXK es activada, esta fosforila al inhibidor del factor




nuclear kB, kB, permitiendo asi su degradacién via proteasoma y la liberacién del
factor nuclear kB (NF«B), el cual se transloca al nicleo e induce la transcripcién de
numerosos genes involucrados en la respuesta inflamatoria (Ozato et al., 2002). Por otra
parte, las MAPK juegan un rol esencial en la sefializacion intracelular. Estas proteinas
son activadas por la unién de ligandos a receptores de superficie asi como por estres
ambiental, de esta manera median tanto respuestas mitogénicas como apoptéticas. Se han
descrito 3 familias de MAPK: quinasa regulada por sefial extracelular (ERK), quinasa c-
Jun NH,-terminal (JNK) y MAPK p38, las que a su vez son activadas por quinasas
MAPK (MKX). Luego de la activacion, estas proteinas pueden migrar al nicleo donde
fosforilan y activan factores de transcripcién (Resigno et al., 1998).

Se ha demostrado que la sefializacién producida como consecuencia de la union de un
ligando al TLR, produce numerosos efectos, como un aumento en la expresion de
moléculas presentadoras de Ag (MHC-II), aumento de moléculas coestimulatorias (CDA40,
CD86), secrecién de citoquinas, quimioquinas, produccién de enzimas proteoliticas, entre
otros (Takeda et al., 2003).

A partir de estudios gendémicos utilizando micrearrays, se ha demostrado que la
seftalizacion a través de TLR induce la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, como la
IL-12, por ejemplo, ademds de citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10, (Granucci et
al., 2001). La produccién de estas citoquinas es importante para el desarrollo de una
respuesta inmune adaptable, aunque IL-12 e IL-10 no tienen actividad antimicrobiana por si
mismas. (Moore et al., 2001).

La IL-12 es producida por los macréfagos y las DC, y es el mediador de la respuesta

inmune innata contra parésitos intracelulares. Activa células NK, las que producen IFN-y y




aumentan su capacidad citotdxica. IL-12 es una citoquina esencial para el desarrollo de una
respuesta de tipo Thl. En este tipo de respuesta los LT producen IFN-y conduciendo a la
activacién de los macréfagos y de LT citotoxicos. Debido a su rol central en “conectar” la
respuesta inmune innata y adaptable, la produccién de IL-12 ha sido ampliamente estudiada
(Trinchieri, G. 2003). La secrecion de IL-12 es inducida en macréfagos por LPS ¢ IFN-y,
fenémenos que requiere nueva sintesis proteica (Grohmann, U et al., 2001), ademas se ha
reportado que el modo de induccién de IL-12 en las DC difiere de la de los macréfagos, ya
que las DC no requieren sintesis proteica y es independiente de IFN-y (Trinchieri, G. 2003).
Interesantemente, la induccién de IL-12 a través de LPS es dependiente de MAPK p38 en
macr6fagos (Lu et al., 1999), mientras que, en DC humanas se ha descrito que la activacion
de ERK regula negativamente la secrecion de esta citoquina (Agrawal et al., 2003).

Por otra parte, en un anélisis reciente de la cinética de activacién de expresion génica en
DC de ratén estimuladas con bacterias Gram (-) vivas, se observo la expresion diferencial
durante la maduracién de numerosos genes relacionados con moléeulas de transduccion de
sefiales, factores de transcripeion, proteinas involucradas en rearreglos del citoesqueleto y
de moléculas que participan en la activacién y control de la respuesta inmune. En este
analisis se observé por primera vez que las DC, después del encuentro con las bacterias,
inducen tempranamente el ARN mensajero de la IL-2. Estos mismos autores demostraron
que las DC producen ademés la proteina. Debido a que la IL-2 es un factor esencial para la
proliferacién de los LT, estudiaron si la IL-2 proveniente de las DC tenia efecto sobre la
proliferacién de los LT. Para ello, utilizaron DC de ratones knock out para IL-2 L2y y
ensayaron en una reaccién mixta linfocitaria (MLR), si los LT eran capaces de dividirse en

esta condiciéon. Los resultados indicaron que DC IL-2" son incapaces de inducir la
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proliferacién de LT CD4" y LT CDS$", lo que sugiere que la IL-2 producida por las DC es
una citoquina clave para la estimulacion de los LT (Granucci et al., 2001). Con el propdsito
de indagar méas en el rol de la IL-2 producida por las DC, estudios del grupo antes
mencionado, analizé tanto la naturaleza del estimulo como el origen de las DC en la
secrecion de I1.-2. Se encontrd que solo estimulos reconocidos a través de TLR son capaces
de inducir la secrecion de IL-2, mientras que citoquinas inflamatorias no tienen ningtn
efecto. Ademds se demostrd que la secrecion de IL-2 es independiente del origen de las
DC. En un estudio posterior describieron que cuando DC activadas interactuaban
tempranamente con los LT, la IL-2 producida poJIL las DC se concentraba en el sitio del
contacto célula-célula, confirmando la importancia de IL-2 derivada de DC en la activacion
de los LT (Granucci et al., 2003).

El conjunto de los antecedentes mencionados demuestra que las DC presentan gran
plasticidad. Debido al papel fundamental que désempeﬁan en la respuesta inmune, es
necesario contar con protocolos disefiados cuidadosamente para la preparacién de DC, de
modo de conocer exactamente sus caracteristicas funcionales.

Ya que las DC son poblaciones extremadamente escasas en todos los drganos, se han
explorado varios factores capaces de incrementar en primer lugar la produccién (cantidad)
de DC y en segundo lugar de regular el estado de maduracion, variables relevantes en areas
terapéuticas, como por ejemplo la tolerancia a trasplante, terapia antitumoral, etc. En la
actualidad existen diversos protocolos para la generacién de las DC, los que varian en la
fuente de GM-CSF (citoquina esencial para la generacion de este tipo celular),
concentracion de esta citoquina, densidad y prolongacién de los cultivos, entre otras
variables. El método mas utilizado es el de Inaba et al., el cual permite obtener 5x10° DC

por ratén a partir de precursores de médula dsea diferenciados con GM-CSF recombinante




(Inaba et al., 1992). Modificaciones de este protocolo como el uso de M-CSF recombinante
en conjunto con el sobrenadante de la linea celular NIH/3T3, y el uso de placas de petri
microbiolégicas han permitido la generacion de una linea celular de DC que mantiene su
fenotipo inmaduro por més de 12 meses de cultivo (Winzler et al,, 1997). Por otra parte, se
ha descrito un método que comparte parametros de los protocolos antes mencionados pero
que incluye otros nuevos como el inicio del cultivo a baja densidad celular del cual se
obtienen resultados similares (Zal et al., 1994). Algunos autores reportan que el nimero de
DC supera los 1x10® células (por ratén), con una pureza del 80-90% (Lutz et al., 1999). Las
DC obtenidas por los diversos métodos, presentan las tipicas caracteristicas morfologicas
de este tipo celular, las que incluyen presencia de antigenos en vacuolas, alta capacidad
para endocitar y procesar antigenos (Schuler et al., 1985), expresién de moléculas de
presentacién antigénica (MHC 1I) y moléculas coestimulatorias (CD80/86, CD40) (Inaba et
al., 1994), gran capacidad estimulatoria en MLR (Ahman et al., 1979) y secrecion de
citoquinas frente a estimulos bacterianos, entre otras.

La gencracién de DC mediante los diferentes protocolos ha permitido estudios recientes
sobre los mecanismos moleculares y las vias de sefializaci6én intracelular, principalmente
MAPK frente a estimulos de diferente naturaleza (Agrawal et al., 2003). Algunas de estas
vias estarian relacionadas con la secrecién de citoquinas, asi como con la maduracién y
sobrevida de las DC (Resigno et al., 1598).

Nuestro laboratorio estd interesado en el estudio de la biologia de la DC entre otros
aspectos, con fines terapéuticos tales como la induccion de tolerancia a trasplante. Para ello
es necesario la generacién de un protocolo de expansién de DC las cuales estén bien
caracterizadas fenotipica y funcionalmente, y en el cual el nimero de células no sea un

factor limitante. Ya que poseemos la linea celular J558L que secreta GM-CSF, en este




trabajo nos propusimos desarrollar un método que permita la expansién de DC a partir de
progenitores de médula 6sea y llevar a cabo la caracterizacién fenotipica y funcional de las

DC obtenidas.

HIPOTESIS

Precursores de médula 6sea diferenciados en presencia del sobrenadante de la linea
celular J558L generarian una poblacién heterogénea de DC con caracteristicas

fenotipicas y funcionales diferentes.

OBJETIVO GENERAL

v Estudiar el fenotipo y funcionalidad de células dendriticas generadas a partir de
precursores de médula ésea de ratén cultivados con el sobrenadante de la linea

celular J558L productora de GM-CST
OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Estandarizar un protocolo de generacién y cultivo de DC utilizando el
sobrenadante de la linea celular J558L

v Estudiar las caracteristicas fenotipicas de las células dendriticas activadas con
distintos ligandos de TLR (bacterias y componentes purificados de éstos)

v Estudiar las caracteristicas funcionales de las DC generadas mediante ensayos de

endocitosis, capacidad estimulatoria alogénica y secrecidn de citoquinas




Analizar las vias de sefializacién activadas en las células dendriticas estimuladas
con distintos estimulos
Evaluar el rol de las vias de seiializacién identificadas anteriormente en el

fenotipo y secreci6n de citoquinas




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de Células Dendritica de Médula Osea

Las células dendriticas se obtuvieron a partir de precursores de médula ésea de ratones
C57BL/6 de entre 2-3 meses de edad. Para esto, los ratones se sacrificaron por sobredosis
con éter y disectaron para obtener fémur y tibias. Los precursores se obtuvieron al
perfundir estos huesos con RPMI suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100
U/mL y estreptomicina 100 pg/mlL. La médula 6sea se disgregd por agitacion fuerte hasta
obtener una suspensién celular homogénea y la suspension celular se centrifugé a 300 x g
por 5 min a temperatura ambiente. Para lisar los glébulos rojos, las células se
resuspendieron en 1 mL de una solucién hipoténica de cloruro de amonio (NH4Cl 0.15M,
KHCO; 10mM, Na,EDTA 0.1 mM, pH 7.2-7.4) y se incubaron por 5 min a temperatura
ambiente. Los precursores de médula 6sea obtenidos se cultivaron en placas de petri
microbiolégicas (140mm x 20mm, Sterilin) a una densidad de 10x10° células totales en
20 mL de RPMI suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mlL,
estreptomicina 100 pg/mL, 10% v/v de FCS (medio completo), mas el sobrenadante de
las células J558L (3% vol/vol) secretoras de GM-CSF (proporcionadas por la Dra. Ana
Maria Lennon-Duménil).

Las células se mantuvieron a 37°C y 5% CO, y a los dias 4 y 8 de cultivo se recuperaron
las células en suspension y las células adherentes se obtuvieron luego de tratar la placa
con 4 ml de tripsina, durante 6 min a 37°C. Posteriormente, las células en suspensién y
adherentes se replaquearon bajo las mismas condic}ones iniciales, es decir, 10x10°

células por placa en 20 mL de medio mas el 3% vol/vol del sobrenadante de las células




J558L. Al dia 12 de cultivo se recuperaron las células en suspension y adherentes por

separado para andlisis.
2.2 Andlisis Fenotipico por Citometria de Flujo

Las células dendriticas obtenidas después de 12 dias de cultivo fueron analizadas
estudiando la expresion varios de marcadores de superficie. Este andlisis también se llevo
a cabo después activar las células con los distintos estimulos bacterianos, en presencia o
no del inhibidor de la via MAPK en estudio. Los marcadores de superficie utilizados
fueron CD11c (anti-CD11¢-PE, clon HL3, BD Pharmingen, EEUU), marcador especifico
de células dendriticas; MHC-II (anti-I-A/I-E-FITC, clon 2G9, BD Pharmingen, EEUU) y
CD86 (anti-CD86-FITC, clon GIL.1, BD Pharmingen, EEUU), correspondientes a
moléculas presentadoras de Ag y de coestimulacion, respectivamente. Para esto, las
células dendriticas se resuspendieron en medio DMEM + 10% v/v de FCS y se incubaron
por 20 min a 4°C con las diferentes combinaciones de anticuerpos. Luego de esta
incubacion, las células se lavaron y resuspendieron en PBS + 2% v/v de FCS y se
analizaron por citometria de flujo utilizando un FACScan (BD Biosciences, Mountain

View, CA) y el software CELLQuest.

2.3 Ensayo de Endocitosis

La capacidad endocitica de las células dendriticas se analizé midiendo la incorporacién
celular de dextran-FITC. Inicialmente, 0,5x10° células en suspensién y adherentes
(activadas con LPS 100 ng/mL por 4 horas a 37°C, cuando corresponda) fueron
resuspendidas en 500uL de medio completo mas 3% vol/vol del sobrenadante de las

células J558L vy plagueadas en placas de 24 pozos (Nunc, EEUU) durante 15 min a 37°C.
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Luego las células se recuperaron y centrifugaron a 2400 rpm por 5 min a 4°C y se
resuspendieron en una solucién que contenia 0,2mg/mL de dextran-FITC (Sigma, EEUU)
en RPMI + 10% v/v FCS y se incubaron por 30 min a 37°C o a 4°C (para determinar la
unién inespecifica de dextran-FITC a la superficie celular). La reaccién se detuvo
medianie 3 lavados en PBS + 5% v/v FCS + 0,1% azida de sodio a 4°C, para finalmente
resuspender las células en 300uL de PBS + 10% v/v de FCS. El andlisis por citometria de

flujo se realizé inmediatamente después de detenida la reaccion.

2.4 Reaccion Linfocitaria Mixta

Células dendriticas, tanto en suspensiéon como adherentes, se co-cultivaron con LT
provenientes de timo (timocitos). Los timocitos se obtuvieron de timo de ratones BALB/c
de 1 mes de edad, luego de seleccion negativa con anticuerpos anti-MHC-II (I-E% para
eliminar células presentadoras de Ag presentes en el timo. Para esto se macer6 un timo y las
células se incubaron con el anticuerpo primario anti-I-E? (clon 2G9, BD Pharmingen,
EEUU) durante 10 min a 4°C, més agitacién. Después se agregd un anticuerpo secundario,
anti-Rat-JgG (Miltenyibiotec, EEUU), y se incubd bajo las mismas condiciones que el
anticuerpo primario. Finalmente, se purificaron los timocitos con columnas magnéticas de
seleccidn negativa y un iman VARIOMACS (Miltenyibiotec, Alemania). 0,2 x 10% de
timocitos fueron marcados con CFSE 1uM, y puestos en cultivo con las células dendriticas
a razones de 0.5:1, 2:1, 4:1 (DC:LT). Los co-cultivos se realizaron en placas de 24 pozos, en
1 mL final de medio completo mas 3% vol/vol del sobrenadante de las células J558L, y se
mantuvieron a 37°C y 5%CO,. A los dias 3, 4, 5, 6 y 7 se recuperaron las células y se

analizé la proliferacion de los timocitos mediante citometria de flujo.
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2.5 Cultivos Bacterianos

Se utilizaron las cepas VCS257 de Escherichia coli (Gram -), LT2 de Salmonella
typhimurium (Gram -), y Bacillus cereus sp (Gram +). Las bacterias se utilizaron cuando se
encontraban en fase de crecimiento exponencial, determinado mediante densidad optica, y
corroborado mediante titulaciones de los cultivos en placas de agar. La multiplicidad de
infeccion (moi) utilizada para cada bacteria fue: 10 moi para E.coli y S.typhimurium'y 5

moi para B.cereus.

2.6 Activacién de Células Dendriticas

Al dia 12 de cultivo, tanto las células dendriticas en suspension como adherentes, se
activaron con distintos estimulos. Los componentes puros fueron: LPS 100 ng/mL (S.
tiphosa), LTA 10 ug/mL (S. sanguis) y Zymosan 10 pg/mL (S. cerevisiae), todos ellos de
Sigma, EEUU. Las concentraciones de bacterias fueron: E.coli y S.typhimurium 10 moi,
y B.cereus 5 moi.

1 x 10° de DC se resuspendieron en 250 pL de medio completo mas 3% vol/vol del
sobrenadante de las células J558L. Las activaciones se realizaron en placas para cultivo
de 24 pozos (Nunc, EEUU), durante 4 horas, a 37°C y 5%CO,, luego de las cuales se
recuperd el contenido de cada pozo en tubos eppendorf. El contenido se centrifugo a
2400 rpm por 5 min a 4°C, los sobrenadantes se recuperaron y almacenaron a -80°C
para medicion de citoquinas y las células se analizaron mediante citometria de flujo,

como se describid anteriormente.
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2.7 Cinéticas de Activacion y Lisados Celulares

Tanto las células en suspensién como las adherentes, 1 x 10° células en 250 pL de medio
completo mas el 3% vol/vol sobrenadante de las células J558L, se activaron en tubos
eppendorf con los distintos estimulos durante 10, 30 y 60 min, a 37°C y 5%CO,. Cuando
corresponda, las células se pretrataron durante 30 min con el inhibidor de la via ERK
(PD98059 100uM, Sigma, EEUU) y posteriormente se activaron con los distintos
estimulos patogénicos.

Al término del tiempo de activacion, se agregd 1 mbL de Soluciéon “Stop” fria que
contenia NaF 0,25M, EDTA 0,5M, NazVO4 0,1M, Pirofosfato de Sodio 0,125M y PBS
1X. Posteriormente, las células se centrifugaron a 8000 rpm durante 2 min a 4°C, luego
se elimind el sobrenadante y los pellets se resuspendieron en 200 pL de solucidn de lisis
caliente (100°C) que contenia SDS 10%, Tris-Cl 1M pH 7.4, PMSF 100mM, Naz;VO,
0,1M, Pepstatina A Img/mL, Leupeptina 1 mg/mL y Aprotinina 1 mg/mL. Después de
incubar durante 5 min a 100°C en esta solucidn, el contenido se disgregé utilizando una
jeringa de 1 mL con una aguja 25G. Finalmente, los lisados se centrifugaron a 12000
rpm durante 15 min a 4°C y los sobrenadantes se conservaron a -80°C para posterior

cuantificacion proteica y continuacion con el protocolo de inmunoprecipitacion.

2.8 Cuantificacion de Proteinas

Los extractos proteicos fueron cuantificados usando el kit DC protein Assay (Bio-Rad

Hercules, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante.

13




2.9 ELISA

Las concentraciones de IL-12, IL-2, IL-10, IL-4 ¢ IFN-y se determinaron usando kits de
ELISA de captura (BD Pharmingen, EEUU). El ensayo se realiz6 en placas de 96 pozos
Inmunoplate Maxisorp (Nunc, EEUU) a las cuales se les agregaron 100 pL por pozo de
una dilucion del anticuerpo de captura (1:250 para IL-2, IL-4 ¢ IFN-y y 1:125 para IL-2 e
IL-10) en “coating buffer” (NaHCOj3; 0.33M, Na;CO3 0.66M, pH 9.5) y se incubaron
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente las placas se lavaron 3 veces con una
solucién de lavado PBS 1X + 0.1% Tween 20 (Sigma, EEUU), se agregaron 420 pL por
pozo de una solucién de bloqueo (PBS 1X + 10% v/v FCS) y se incubaron por 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con la solucién de lavado, luego de
lo cual a diferentes pozos se les agregaron 100 pL de una dilucién estéandar de citoquina
recombinante o sobrenadantes de células dendriticas activadas bajo diferentes
condiciones. Las muestras se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente, las placas se
lavaron 5 veces con solucion de lavado y luego se incubd con 100 plL del anticuerpo de
deteccion biotinilado (1:125 para IL-12, 1:250 para IL-2, IL-10, IL-4 e IFN-y) mds
avidina-peroxidasa. Al cabo de 1 hora la placa se lavé 7 veces y se agregaron 100 pL por
pozo de una solucidén de TMB Substrate reagent Set (BD Pharmingen, EEUU). Luego de
30 min de incubacién, la reaccidn se detuvo agregando 50 pl de H3PO, IM. La

coloracion del ensayo se cuantificé a 450 nm en un espectrofotémetro Emax Precision

Microplate Reader (Molecular Devices, EEUU).
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3.0 Inmunoprecipitacion

Los sobrenadantes obtenidos de la lisis celular se incubaron durante toda la noche a 4°C
mas agitacion, con 5 pL de suero normal de conejo, 25 pl. de una suspension al 50% de
proteina G Sepharosa (Amersham Biosciences AB, Suecia), 300 pL de H,O y 500 pL de
tampon de inmunoprecipitacién (2X). Este tampon contenia Triton X-100 10%, NaCl
5M, Tris-Cl pH 7,4, EGTA 0,05M, Na;VO, 0,1M, PMSTF 100 mM y NP40 10%. 100 pg
de proteinas de cada uno de los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos donde se
agregaron 1 pL de anticuerpo anti-ERK, correspondiente a 0,2 pg de anticuerpo {Santa
Cruz Biotechnology, EEUU) y se incubé con agitacién a 4°C durante toda la noche.
Después se agregd 50 pL. de una suspension al 50% de Proteina G Sepharosa (Amersham
Biosciences AB, Suecia) e incubé durante 2 horas a 4°C con agitacidon. Luego, las
muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y se prosigui6é con al
menos 3 lavados usando buffer de inmunoprecipitacion, alternando con centrifugaciones
a 8000 rpm durante 2 min a 4°C. Posteriormente, se eliminé los sobrenadantes y se
agregd 50 puL de Sample Buffer 2X (100°C) que contenia inhibidores de proteasas. Las
muestras se agitaron enérgicamente por algunos segundos y se hirvieron durante 5 min a
100°C. Finalmente se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C y se conservaron

los sobrenadantes a -80°C para posterior analisis por Western Blot.

3.1 Western Blots

Los sobrenadantes obtenidos en la inmunoprecipitacién se cargaron en geles de
poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE 10%). Luego de la

electroforesis (30min a 50V y 1 hora a 100V) las proteinas se transfirieron desde el gel
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de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Hercules, EEUU), durante
2 horas a 100V en buffer de transferencia el que contenia metanol 20%, Tris 25 mM y
glicina 0,2M. Posteriormente, se bloquearon los sitios libres en las membranas con PBS
1X + 0,1% Tween 20 + BSA 3% (Sigma, EEUU) a 4°C durante toda la noche. Una vez
bloqueadas las membranas, estas se incubaron con los anticuerpos primarios (anti-pERK
1:1000 o anti-ERK 1:1000, segin corresponda, Santa Cruz Biotechnology, EEUU)
durante 1 hora a temperatura ambiente y luego de eliminar el anticuerpo no unido
mediante 3 lavados con PBS 1X + 0.1% Tween 20 durante 10 min cada uno a
temperatura ambiente, se incubd con el anticuerpo secundario (para p-ERK, anti-mouse
peroxidasa 1:10000, y para anti-ERK, anti-rabbit peroxidasa 1:5000, Amersham
Biosciences AB, UK) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron las
membranas 3 veces con la solucidn de lavado y se revelaron en la oscuridad utilizando
utilizando el kit ECL plus (Amersham Biosciences AB, UK), siguiendo las instrucciones

del fabricante.
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3. RESULTADOS
3.1 Generacion y Culitivo de Células Dendriticas

Precursores de médula 6sea de ratén se cultivaron con 3% (v/v) del sobrenadante de la linea
celular J558L, el que contenia GM-CSF. Se eligié esta concentracién después de haber
titulado distintos porcentajes del sobrenadante con respecto al medio de cultivo tfotal,
resultando con esta concentracién un alto porcentaje de DC CD11c” (>80%). Ya que en
este protocolo las células de la médula 6sea van produciendo paulatinamente DC,
analizamos la diferenciacion de las células a distintos tiempos del cultivo. Al dia 4 de
cultivo, se recuperé una poblacién de células en suspension mientras que las células
adherentes se recuperaron tratindolas con tripsina. Luego, ambos tipos celulares se
marcaron con anticuerpos que reconocen proteinas de superficie caracteristicas de las
células dendriticas y las analizamos mediante citometria de flujo. Este mismo tipo de
andlisis también se realizé los dias 8 y 12. El cultivo desarrollado resulta en una poblacion
heterogénea compuesta por células en suspension y adherentes, ambos tipos celulares
incrementan la expresion, tanto de CD11¢, marcador especifico de DC, como de MHC-11, a
medida que transcurre el tiempo de cultivo (figura 1). La fraccién de células adherentes se
caracterizan por poseer mayor un porcentaje de células positivas para CD11¢/MHC-II a los
dias 4 y 8, pero al dia 12 ambas poblaciones tienen el mismo porcentaje de células MHC-
II". Cuando se estudidé la co-expresion de CDllc y CD86, encontramos que las DC
adherentes mantienen un bajo porcentaje de células positivas, mientras que las DC en
suspensién aumentan la expresion de estos marcadores. Estos resultados permiten definir

ambos tipos celulares, donde las DC en suspensién presentan un fenotipo mas maduro que
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las DC adherentes, determinado por los mayores niveles de expresion de MHC-II (figura
2). Estos resultados se confirman al analizar los niveles de expresion de CD86 los cuales
son mayores en las células en suspension comparados a los de las células adherentes. La
ausencia de CD86 en la superficie de las DC adherentes es independiente del tratamiento

con {ripsina como se muestra en la figura 2B.
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Figura 1. Enriquecimiento de DC a partir de precursores de médula 6sea durante 12 dias de
cultivo. A. Estudio de la expresion de CD11c y MHC-II (I-A/I-E) a través del cultivo, en
DC en suspension y adherentes. B. Se muestra la cinética de expresion de CD11lc y CD86
en ambos tipos celulares. Los anélisis fenotipicos se realizaron a través de citometria de

flujo.
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Figura 2. La poblacion de DC adherentes presenta un fenotipo inmaduro con respecto a las
DC en suspension. Se determiné el fenotipo de las DC mediante citometria de flujo,
estudiando la expresion en la superficie de CD11¢, MHC-II y CD86, al dia 12 de cultivo.
A. Fenotipo de DC en suspension. B. Fenotipo de DC en suspension tratadas con tripsina.
C. Fenotipo de DC adherentes.
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3.2 Capacidad endocitica de las Células Dendriticas

Con el objetivo de confirmar el estado de maduracion de las dos poblaciones de DC,
estudiamos la capacidad endocitica de estas células, mediante la incorporacién de Dextran-
FITC. Como muestra la figura 3, las DC en suspensi6én muestran menor capacidad
endocitica (22%) que las DC adherentes (42,2%), lo que concuerda con el hecho que DC
maduras pierden su capacidad fagocitica. Por lo tanto, estos datos corroboran los antes
descritos, donde las DC en suspension muestran un fenotipo mas maduro que las DC
adherentes.

Sorprendentemente, cuando ambos tipos de DC fueron activados con LPS (100 ng/mL), ya
sea por 4 o 24 horas a 37°C, y se midié Juego la capacidad endocitica con respecto a las
células no activadas, ambos tipos celulares no mostraron cambios respecto del estado
inicial, lo que es un indicio de que estas células son incapaces de lograr un estado mayor de

maduracion (datos no mostrados).
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Figura 3. DC adherentes presentan mayor capacidad endocitica que las DC en suspension.
El ensayo se realizo midiendo la endocitosis de Dextran FITC en ambas poblaciones de
DC, a 37°C (rojo) y a 4°C como control (azul). Los andlisis se realizaron mediante
citometria de flujo en una gate FSC-SSC correspondiente al tamaiio de DC. A. Capacidad
endocitica de DC en suspension. B. Capacidad endocitica de DC adherentes.




3.3 Proliferacion de linfocitos T en respuesta a ambos tipos de Células Dendriticas

En seguida estudiamos la capacidad de Jas dos subpoblaciones de DC de estimular LT,
mediante una reaccién linfocitaria mixta 0 MLR donde LT aloreactivos de timo (timocitos)
fueron enfrentados a DC con MHC-II de distinto haplotipo. Las DC se obtuvieron de
ratones C57BL/6, haplotipo H-2°, mientras que los timocitos provenian de ratones BALB/c,
haplotipo H-2". La figura 4 muestra que a medida que transcurre el tiempo de co-cultivo,
aumenta el porcentaje de timocitos en proliferacion. Ademds, es posible observar que a
pesar de las diferencias fenotipicas entre ambas subpoblaciones de DC, estas presentan la
misma capacidad aloestimulatoria.. Sin embargo, se requiere de una alta razén de DC:.LT
(4:1) para lograr ~70% de proliferaciéon. En la literatura se ha demostrado que las DC
poseen una potente capacidad para activar LT (100 veces mas que otras células del bazo,
por ejemplo) (Steinman R et al., 1978). Asi, en los protocolos para MLR utilizados
actuaimente el numero de DC es siempre menor que el de LT (1:10), demostrando la
propiedad inmunoestimulatoria propia de las DC.

Nuestros resultados sugieren que el estado de maduracién de ambos tipos de DC es

insuficiente para estimular a los LT, confirmando su estado de inmadurez.
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Figura 4. La poblacién de DC en suspension (fenotipicamente mas maduras) no es mejor
estimuladora de LT alogénicos en una MLR. La proliferacion de 0,2 x 10° timocitos,
previamente marcados con CFSE (1uM), se analiz6 por citometria de flujo los dias 4y 7 de
co-cultivo, realizando una gate en tamafio linfocitario. A. Proliferacion de LT en respuesta
a DC en suspension. B. Proliferacion de LT estimulados con DC adherentes.
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3.4 Maduracion de Células Dendriticas activadas con distintos estimulos patogénicos

Ya que se ha descrito que las DC maduradas frente a distintos agentes, ya sea bacterianos,
virales o citoquinas, aumentan la expresion de MHC-II y CD86 (Inaba et al., 1994), nos
propusimos estudiar el cambio fenotipico de ambos tipos de DC en respuesta a estimulos
microbianos. Para ello, DC en suspension y DC adherentes fueron activadas durante 4
horas con moléculas de origen microbiano, como son LPS, LTA y Zymosan (Zym), o en
presencia de bacterias Gram (-) (E.coli y S.typhimurium) y bacterias Gram (t) (B.cereus).
Como muestra la tabla 1, las DC en suspensién y las DC adherentes no cambian su fenotipo
frente a los distintos estimulos, como se observa en los % tanto para células positivas para
CDI11¢/MHC-II o CD11c¢/CD86. Al analizar las medias de fluorescencias, tampoco se
observd variaciones (datos no mostrados). Estas observaciones sugieren el estudio de la
composicién del sobrenadante de la linea celular JS58L, el que proporciona GM-CSF.
Debido a que la maduracién de las DC estimuladas con agentes microbianos involucra vias
de sefializacion iniciadas por el reconocimiento de estos agentes por los TLR, y que
posteriormente esta sefializacién activa tanto a NFxB como a MAPK (Takeda et al., 2003),
nos interesamos en analizar si la via ERK (una de familias MAPK) tenia un rol en el
cambio fenotipico de las DC. Para ello, las DC en suspensién y las DC adherentes (ueron
pretratadas durante 30 min con el inhibidor especifico de la via ERK (PD98059), y
posteriormente activadas con los distintos estimulos. Como se indica en la tabla 1, la via
ERK no est4 involucrada en el cambio de las moléculas de superficie como resultado de la

maduracion de las DC.
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TABLA 1. DC diferenciadas con el sobrenadante de las células J558L no se maduran en

respuesta a bacterias y sus componentes puros, lo que es independiente de la via ERK.

A. B.
Condicién CD11ci-A/l-E CD11¢/CD86 Condicién CD11c/I-Al-E  CD11c/CD86
% células (+) % células (+) % células (+) % células (+)
Sin activar 61,3 36,6 Sin activar 65,4 55
LPS 63,1 46,8 LPS 71,6 6,8
LTA 57,4 47,3 LTA 737 55
Zym 57,2 47,5 Zym 60,3 59
E.coli 70,9 51,1 E.coli 67,3 6,5
B.cereus 70,4 42,9 B.cersus 67,5 7
Salmonella 68,6 449 Salmonella 73 6,3
PD/Sin activar 57,5 34 PD/Sin activar 64,9 3,2
PD/LPS 56,8 40,3 PD/LPS 65,2 47
PD/LTA 52,8 38,5 PD/LTA 65,2 4,2
PD/Zym 53,5 355 PD/Zym 62,1 44
PD/E.coli 62,2 397 PD/E.coli 60 42
PD/B.cereus 67,8 42.4 PD/B.cereus 53,6 4.3
PD/Salmonella 62,8 459 PD/Salmonella 66 52

*DC en suspensién (A) y adherentes (B) fueron activadas con estimulos patogénicos puros y
bacterias enteras, al dia 12 de cultivo, en presencia o no del inhibidor de la via ERK (PD98059). El
cambio fenotipico se estudié a través de citometria de flujo, analizando la expresion de
CD11¢/MHC-II y CD11¢/CD86. A. DC en suspensién activadas en presencia o no del inhibidor
PD98059. B. DC adherentes con el mismo tratamiento.
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3.5 Andlisis del sobrenadante de la linea celular J558L

Debido a que tanto las DC en suspensién como las DC adherentes, generadas en presencia
del sobrenadante de 1a linea celular J558L (fuente de GM-CSF), no presentan cambio en la
capacidad endocitica después de ser activadas con LPS, poseen baja capacidad
aloestimulatoria de LT y no presentan cambios en el fenotipo luego de ser activadas con los
distintos estimulos microbianos, decidimos estudiar qué citoquinas estaban presentes en el
sobrenadante de la linea celular J558L.

Para ello se analizé la presencia de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-12, e IL-10 en el sobrenadante
(100%) y en el medio de cuitivo de las DC (3%). Como muestra la figura 5, s6lo se observo
IL-10, citoquina anti inflamatoria que ha demostrado suprimir multiples actividades de la
respuesta inmune (Paul et al., 2003), ademas de estar involucrada en la generacion de

tolerancia.
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Figura 5. El sobrenadante de las células J558L contiene IL-10. Se analizo la presencia de
las citoquinas IL-12, IL-2, IL-4, IFN-y e IL-10 en el sobrenadante (SN) de las células
J558L (100%) o en el medio de cultivo de las DC (3%). Las mediciones se realizaron a el
ensayo de ELISA.
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3.6 Células Dendriticas en respuesta inflamatoria: secrecion de IL-12

Ia IL-12 es una citoquina que promueve la erradicacién de patégenos mediante la
induccién de actividad antimicrobiana en macréfagos. Ademds, 1a IL-12 es un componente
clave en el desarrollo de la respuesta Thi, y es producida en elevadas cantidad por células
presentadoras de Ag, incluyendo a las DC (Trinchieri et al., 1995; Kalinski et al., 1999).
Por el importante papel que juega esta citoquina en la maduracién de la respuesta inmune,
nuestro trabajo continu6 con el analisis funcional de las DC en suspension y adherentes,
estudiando el efecto directo de distintos agonistas de TLR en la secrecién de IL-12. Como
se ilustra en la figura 6, DC en suspensién y DC adherentes secretan IL-12 frente a
moléculas microbianas purificadas y bacterias. En el caso de las moléculas purificadas, el
reconocimiento a través de TLR2/1 (TLRs que heterodimerizan cuando el estimulo es
LTA) induce un mayor nivel de secrecién de IL-12 en comparacion con los estimulos
reconocidos a través de TLR4 (LPS) y TLR2/6 (Zym). Comparando ambas poblaciones de
DC, es posible describir que las DC en suspensién secretan altos niveles de IL-12 (>7000
pg/ml) cuando son estimuladas con bacterias Gram (-) o con bacterias Gram (+), a
diferencia de las DC adherentes, donde no se supera los 5000 pg/mL de IL-12.

Como se menciond anteriormente, la sefializacion a través de TLR activa a proteinas de las
MAPK, es por ello que también analizamos el papel de la via ERK en la secrecion de IL-
12. Cuando se inhibié la via ERK se observé que la secrecién de I1L-12 fue bloqueada
parcialmente. Para todos los estimulos Ia via ERK no juega un rol esencial, lo que

demuestra la participacion de otras vias de sefializacién, anexas a ERK.
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Figura 6. DC en suspension secretan mayores niveles de IL-12 que DC adherentes. La via
ERK esté involucrada en la secrecion de esta citoquina. Las DC en suspension y adherentes
fueron activadas con estimulos bacterianos puros o bacterias enteras durante 4 horas, en
presencia o ausencia del inhibidor de la via ERK (PD98059). A. Secrecion de IL-12 por DC

en suspension. B. Secrecion de IL-12 por DC adherentes.
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3.7 Secrecién de IL-2 por Células Dendriticas activadas con estimulos patogénicos

Recientemente se ha descrito que DC activadas con bacterias Gram (-) aumentan tanto la
expresién de ARN mensajero de IL-2 como la secrecion de esta citoquina, dentro de las
primeras 4-6 horas de estimulos. La produccién de IL-2 por las DC podria explicar la
capacidad estimulatoria hacia LT virgenes, caracteristica propia sélo de este tipo celular
(Granucci et al., 2001).

Debido a la relevancia de estos antecedentes también estudiamos la secrecién de IL-2
producida por las DC en suspension y por las DC adherentes en respuesta a los estimulos
ya mencionados.

Como se indica en la Tabla 2, DC en suspensién yj;DC adherentes, activadas con estimulos
microbianos purificados o bacterias enteras, secretz%n I1.-2. Para el caso de la sefializacién a
través de TLR2/6 (Zym), los niveles de IL-2 son elevados (~100 pg/mL), superando a las
concentraciones donde las DC fueron activadas con bacterias enteras.

Por ofra parte, al estudiar el papel que juega la via ERK-en la secrecion de IL-2,
observamos que esta via tiene un rol primordial, ya que las DC en suspension y las DC
adherentes pretratadas con el inhibidor de ERK y activadas con todos los estimulos,

disminuyen notoriamente los niveles de IL-2 secretados.
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TABLA. 2: La via ERK es fundamental para la secrecion de IL-2 en DC.

A IL-2 pg/mL
PD98059 Inhibicién.

Estimulos G (+) (%)

Sin activar 1,27 0 100

LPS 57,91 7,39 87,23
1LTA 58,66 8,96 84,72

Zym 166,34 26,19 84,25

E.coli 1242 26,1 78,98

B.cerens 129,5 23,7 81,69

S.typhinmurinm 129 20 84,49

B IL-2 pg/mlL.

PD98059 Inhibicién

Estimulos ) () (%o)

Sin activar 0 0 0

LPS 38,2 1,3 96,59

LTA 48,13 1,8 96,26

Zym 78,6 1,33 98,31

E.coli 119,6 0,33 99,72

B.cereuts 20,32 0,88 95,67

S.typhimurinm 16,18 0,5 96,91

*Las DC en suspensién y adherentes fueron activadas con estimulos bacterianos puros o bacterias
enteras durante 4 horas, en presencia o ausencia del inhibidor de la via ERK (PD98059). A.
Secrecién de IL-2 por DC en suspension. B. Secrecién de IL-2 por DC adherentes. Valores

representativos de 2 experimentos independientes.
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3.8 Células Dendriticas en respuesta anti inflamatoria: secrecion de IL-10

Se ha descrito que las DC juegan un papel importante en la polarizacion de la respuesta de
LT helper (respuesta Thl versus Th2) al secretar diferencialmente IL-12 o IL-10,
respectivamente (Corinti et al., 2001). Ademas se ha demostrado que las DC son capaces de
secretar I1.-10 en respuesta a estimulos bacterianos, como por ejemplo LPS (Xia et al.,
2003).

Basandonos en estos antecedentes nos propusimos estudiar la secrecién de IL-10 por parte
de ambos tipos de DC activadas con los distintos estimulos ya descritos.

Como indica la figura 7, tante las DC en suspensién como las DC adherentes secretan altos
niveles de IL-10 cuando son estimuladas con bacterias enteras (>3000 pg/mL). La
sefializacion a través de TLR2/1, TLR4 y TLR2/6 (estimulos purificados) no seria
suficiente para lograr la secrecion de esta citoquina. Alternativamente, el reconocimiento de
otros componentes bacterianos (que al mismo tiempo involucraria sefializacion a través de
receptores distintos de TLR para el caso de bacterias enteras como estimulo), permitiria la
secrecion de IL-10.

La inhibicién de la via ERK disminuye ~50% la secrecion de esta citoquina, lo que sugiere

vias alternativas en la sefializacion para su secrecion.
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Figura 7. DC en suspension y DC adherentes estimuladas con bacterias secretan altos
niveles de IL-10. La via ERK est4 involucrada en la secrecion de esta citoquina. Las DC en
suspension y adherentes fueron activadas con estimulos bacterianos puros o bacterias
enteras durante 4 horas, en presencia o ausencia del inhibidor de la via ERK (PD98059). A.
Secrecion de IL-10 por DC en suspension. B. Secrecion de IL-10 por DC adherentes.
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3.9 Cinética de fosforilacién de la via ERK en Células Dendriticas

Debido a que la unién de los ligandos microbianos con los TLR activa distintas vias de
sefializacién intracelulares, los que incluyen la familia de las MAPK (Brightbill et al.,
2000), nos propusimos estudiar la cinética de fosforilacién de ERK cuando las DC en
suspension y las DC adherentes son activadas con los estimulos ya mencionados.

Como se indica en la figura 8A, cuando Ias DC en suspension y adherentes fueron activadas
con los estimulos microbianos purificados (LPS, LTA y Zym) se observé una temprana
fosforilacién de ERK (pERK). La presencia del inhibidor de la via ERK bloquea totalmente
1a fosforilacién de esta proteina en DC en suspension y adherentes activadas con estimulos
microbianos purificados.

Cuando las DC en suspension se estimularon con bacterias enteras (figura 8B) observamos
que ERK es fosforilada tempranamente. Al estudiar la poblacién adherente activadas con
estos mismos estimulos (bacterias) observamos que E.coli y B.cereus inducen la
fosforilacién temprana y mantenida de ERK. Cuando se estimul6 con S. fyphimurium no se
observd fosforilacién de ERK.

A diferencia de las DC activadas con estimulos microbianos purificados, en las DC
activadas con bacterias el inhibidor no bloques la fosforilacion de ERK.

En controles de células dendriticas sin activar no se observé pERK (datos no mostrado).
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Figura 8. Cinética de fosforilacién de la via ERK en DC en suspension y DC adherentes.
Al dia 12 de cultivo, DC en suspensién y DC adherentes (1 x 10° céls) fueron activadas por
distintos tiempos (10, 30 y 60 min) con estimulos microbianos purificados (LPS, LTA y
Zym) y bacterias enteras (E.coli y S.typhimurium (10 moi), B.cereus (5 moi)), en presencia
o ausencia (+ PD) del inhibidor de la via ERK (PD98059, 100 uM). A. Cinética de
fosforilacién de ERK. tanto en DC en suspension como en DC adherentes activadas con
moléculas microbianas purificadas. B. Cinéticas de fosforilacion de ERK en DC en
suspension y DC adherentes activadas con bacterias.
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4. DISCUSION

Las DC derivan de células troncales hematopoyéticas en la médula ésea y forman una red
de poblaciones celulares heterogéneas (Moll, 2003). Las DC inmaduras se encuentran en la
sangre, tejido linfoide y no linfoide, mientras que DC maduras se encuentran
principalmente en tejido linfoide (Resigno, 2002). Las DC inmaduras captan patogenos y/o
Ag microbianos para degradarlos y cargar péptidos de éstos en MHC-II (Blanck et al.,
1993; Guermonprez et al., 2002). El reconocimiento e internalizacion de las estructuras
microbianas induce la maduracién de las DC, un proceso que es acompafiado por la
migracién desde el tejido periférico a dreas de LT en los érganos linfaticos secundarios
(Moll et al., 1993).

Fn el transcurso de la maduracion, las DC sufren profundos cambios; la capacidad
endocitica disminuye, mientras que Ia expresion de MHC-II aumenta. Ademas, las DC
maduras aumentan los niveles de CD80, CD86 y CD40 en la superficie (Banchereau et al.,
2000). Como resultado de estas miiltiples modificaciones, las DC maduras adquieren la
habilidad de gatillar una respuesta primaria por LT. Las DC juegan un rol critico en
determinar la respuesta inmune emergente. Su activacién por Ag microbianos induce la
produccién de citoquinas tales como IL-12 o IL-10, las cuales promueven el desarrollo de
una respuesta Th1 o Th2 (Reis ¢ Sousa et al., 1997; Moser & Murphy, 2000).

Muchos grupos de investigacion se han centrado en la generacion de un gran nimero de
DC funcionales, tanto en ratén como en humanos, tratando los precursores de médula Gsea
solamente con GM-CSF, citoquina esencial para la diferenciacién a este tipo celular o en
combinacién con otros factores de crecimiento (Scheicher et al., 1992; Inaba et al., 1992).

Sin embargo, tales DC pueden ser propagadas solamente por periodos de tiempo limitados
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(~3 meses). Winsler et al., han presentado evidencia que muestra que DC inmaduras
pueden mantenerse en proliferacién en cultivo continuo por més de 1 afio. La proliferacion
y sobrevida de tales DC inmaduras dependeria de GM-CSF exogeno y de factores de
crecimiento de fibroblastos (Winzler et al., 1997). Por otra parte, Lutz et al., exploro
factores que pueden incrementar la produceion y maduracién de DC propagadas a partir de
precursores de médula Gsea, en presencia de GM-CSF recombinante o en presencia del
sobrenadante de una linea celular transfectada con GM-CSF murino. Sus resultados indican
que es posible obtener DC (80-90% CD11c") en grandes cantidades (1-3 x 10 células por
rat6n) luego de 10 dias de cultivo (Lutz et al., 1999).

Desde 1997 varios grupos de investigacion han utilizado en sus trabajos DC generadas en
presencia del sobrenadante de la linea celular J558L (Qin et al., 1997; Lennon-Duménil et
al., 2001; Rafiq et al., 2002; Qi et al., 2003; Cuadros et al., 2003; Yamazaqui et al., 2003).
Aungque en algunos de los estudios estas DC han sido utilizadas en terapias anti tumorales,
no hay reportes que describan una caracterizacion fenotipica y funcional de las DC
producidas mediante este protocolo.

Los experimentos realizados en esta tesis se orientan hacia la generacion de un protocolo
que permita obtener un gran nimero de DC, utilizando el sobrenadante de la linea celular
7558L como fuente de GM-CSF  a la caracterizacién fenotipica y funcional de las células
obtenidas.

Los resultados muestran que el cultivo de los precursores de médula 6sea en presencia de
este sobrenadante permite obtener una poblacin heterogénea de DC lo cual no habia sido
reportado en ningtn trabajo de la literatura. En los dias iniciales del cultivo (dias 0 al 4), las

células poseen alta capacidad mitética, la que disminuye a medida que transcurre el cultivo.
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Durante todo este periodo, se observé 2 subgrupos de células, las que fueron definidas
como DC en suspension y DC adherentes. Las primeras siempre fueron mas abundantes
que las ultimas.

Al analizar el fenotipo de ambos subgrupos, se observd que, tanto las DC en suspension
como adherentes incrementan la co-expresion de CD11¢/MHC-II durante el cultivo (Figura
1). Este aumento, en funcién del tiempo, fue mds importante en las DC en suspension,
donde al dia 12 fue posible distinguir dos poblaciones de células, una CD11ce/MHC-II
intermedia y otra CD11¢/MHC-II alta (Figura 2). Sin embargo, la fracciéon de DC
adherentes fue mas rica en células CD11c", en cualquier tiempo del cultivo (Figura 1).
Cuando se estudi6 la expresién de las moléculas coestimulatorias, se observo que ambos
tipos de DC expresan CD40 de similar manera (datos no mostrados), mientras que para
CD86, la diferencia fue importante. A través del cultivo, las DC en suspension aumentaron
linealmente la expresién en la superficie de CD86 (Figura 1), a diferencia de las DC
adherentes que mantuvieron un bajo porcentaje (< 10%) de células CD11¢7/CD86".

La observacion anterior permite discriminar y definir, fenotipicamente a las DC en
suspensién como células més maduras y a las DC adherentes como mds inmaduras.

Debido a las diferencias en el fenotipo de ambos tipos celulares, el paso siguiente fue
estudiar el estado de madurez de estas células a nivel funcional. Para ello se analizé la
capacidad endocitica, la que se ha demostrado se encuentra disminuida en las células
maduras.

Los resultados indican que la poblacién de DC adherentes presentan mayor capacidad

endocitica que las DC en suspension, apoyando la idea que las primeras son mas inmaduras
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que estas ultimas (Figura 3). Esto corresponde con Ia observacion realizada a partir del
estudio fenotipico, donde las DC en suspensién son mas maduras que las DC adherentes.
Para estudiar la relacion entre el estado de madurez y la capacidad endocitica, tanto las DC
cn suspensién como adherentes fueron activadas con LPS durante 4 y 24 horas. Cuando se
analizé la capacidad endocitica no se observé diferencias con respecto a las DC no
activadas, lo que sugiere que estas células son incapaces de aumentar su estado de
maduracion frente a este estimulo (datos no mostrados).

Las diferencias fenotipicas observadas entre ambos tipos de DC (expresion de MHC-II y
CDS86), nos llevaron a indagar acerca de la capacidad estimulatoria de ellas en una MLR
usando LT alogénicos.

Debido a que la poblacién de DC en suspension expresa mayores niveles de MHC-IT y
CD86, esperdbamos que ellas serian capaces de estimular la proliferacion de los LT en
mayor medida que las DC adherentes. Los resultados no mostraron diferencias entre
aquelios LT estimulados con DC en suspensién o DC adherentes, aunque en ambos casos el
70% de los LT entraron en proliferacién cuando la razén DC:LT fue de 4:1 (Figura 4). Esta
observacion sugiere que el estado de maduracién de ambos tipos de DC no permite una
estimulacién 6ptima de los LT, o bien, que algin otro factor (soluble) podria estar
afectando la respuesta proliferativa de los LT frente a las DC.

Como se menciond al comienzo de este trabajo, las DC reconocen estructuras
caracteristicas microbianas a través de receptores mas o menos especificos, los que
incluyen los TLR. La sefializacion a través de ellos induce la maduracién de estas células
liderando un incremento en la inmunogenicidad (Takeda et al., 2003). Varios receptores
TLR han sido identificados a la fecha, y se ha demostrado que ellos permiten discriminar

patrones caracteristicos de patogenos. La activacién de vias de transduccion de sefiales por
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los TLR lieva a la induccién de varios genes que;I funcionan en el sistema de defensa del
huésped, los que incluyen citoquinas inﬂamatori;s, quimioquinas, moléculas MHC y de
coestimulacién (Medzhitov, R. 2001). i

Tanto los TLR como el IL~1R cuentan con dominios TIR intracelular los cuales activarian
vias de sefializacién similares, incluyendo NFKB, MAPK p38, JNK y ERK1/2 (Re et al.,
2001).

Dong et al., ha indicado que las MAPK juegan un rol critico en la regulacion de la
respuesta Th1/Th2 en LT (Dong et al., 2002). Al mismo tiempo, Yi et al., sugiere un rol de
estas proteinas en la regulacién de la produccién de citoquinas en células presentadoras de
Ag (Yi et al., 2002).

En esta tesis también se estudio el rol de la via ERK1/2 en las DC en suspensién y en las
DC adherentes activadas con diferentes estimulos, los que son reconocidos a través de
distintos TLR. El andlisis se centrd en el papel que juega esta via, tanto en la adquisicion
del fenotipo de las DC como en la secrecion de éitoquinas, haciendo uso de un inhibidor
especifico (PD98059), el que impide la fosforilacién y activacion de ERK1/2.

Los resultados indican que, tanto las DC en Sl.‘:ISanSi(')n como las DC adherentes son
incapaces de avanzar en su estado de madurez, ya sea frente a estimulos purificados (LPS,
LTA y Zym) o frente a bacterias (Tabla 1). Lo anterior fue demostrado analizando el
fenotipo de las células (CD11¢/MHC-II y CD11c/CD86) post-activacion. Ademés, se
encontré que el inhibidor de la via ERK no afecta la expresion de estas moléculas. Por lo
tanto, la via ERK no estaria involucrada en la maduracién temprana de las DC.

Debido a las observaciones realizadas a partir de los ensayos de endocitosis, MLR y

activacién de las DC con distintos estimulos, donde las células no muestran un cambio
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notable en el estado de madurez, se determind estudiar las citoquinas presentes en el
sobrenadante de la linea celular J558L.

A través del ensayo de ELISA se pudo detectar IL-10 y la ausencia de IL-2, I1.-12, IL-4 e
IFN-y (figura 5). La presencia de IL-10 en este sobrenadante concuerda con lo descrito por
Qin et al, donde lineas tumorales expresan espontineamente IL-10 por razones aun
desconocidas. La presencia de esta citoquina explicaria que tanto DC en suspensién como
DC adherentes no maduran frente a agentes microbianos. Lo anterior serfa apoyado por
trabajos donde DC tratadas con IL-10 producen células inmaduras con bajos niveles de
expresion de moléculas MHC-II y coestimulatorias en su superficie las cuales serian
capaces de generar tolerancia (Steinbrink et al., 1997; Adikari et al., 2004).

Continuando con el estudio funcional de ambas poblaciones de DC, se analizé la secrecion
de citoquinas en respuesta a estimulos microbianos purificados dirigidos a TLR2/TLR1
(LTA), TLR4 (LPS) y TLR2/TLR6 (Zym). Ademas se estudio el efecto de bacterias Gram
(+) y Gram (-), y el rol de la via ERK en la secrecién de citoquinas. Luego de la activacion
con los distintos estimulos se detect6 la presencia de IL-12, [L-2 e IL-10, mientras que para
IL-4 e IFN-y se obtuvo resultados negativos. Al estudiar la secrecion de IL-12 (Figura 6) se
observé que LTA inducia niveles levemente més altos que LPS o Zym, tanto en DC en
suspension como en DC adherentes, lo que se traduce en que la estimulacién a través del
heterodimero TLR2/1 activado cuando se trata de LTA es mejor sefial para la secrecion de
esta citoquina, que el heterodimero TLR6/2 activado por Zym o TLR4 activado por LPS.
Cuando se usé bacterias como estimulo, la poblacién de DC en suspension mostré niveles
de IL-12 mucho mds altos que las DC adherentes, las que presentaron concentraciones

similares a la detectada luego de la estimulacién con agentes purificados. Al utilizar el
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inhibidor de la via ERK se pudo observar que esta MAPK participa en la secrecion de IL-
12, pero no juega un rol unico, ya que la inhibicién en la secrecién de IL-12 fue solo
parcial.

En el estudio de la secrecion de IL-2 las cantidades de esta citoquina secretadas variaron
entre experimentos. Sin embargo, cabe sefialar que la tendencia tanto en la secrecién de IL-
2 como en los porcentajes de inhibicién es reproducible. Como muestra la tabla 2, tanto la
poblacién de DC en suspensién como adherentes secretan I1.-2 frente a todos los estimulos.
Dentro de los estimulos microbianos purificados, Zym resulté ser mejor activador (mayores
niveles de IL-2) en ambas poblaciones de DC, donde en la poblacién de DC en suspension
superd los niveles secretados cuando se tratdé con bacterias enteras como estimulo. Lo
anterior sugiere que la sefializacion a través de TLR2/TLR6 (activado por Zym) promueve
la secrecion de IL-2, a diferencia de lo observado para IL-12, donde TLR2/TLRI (activado
por LTA) aparece como crucial para generar altos niveles de IL-12.

Por otra parte, la via ERK seria esencial en la sefializacién de IL-2 ya que la inhibicion de
esta via redujo dristicamente los niveles de IL-2 secretados. Nuesiros resultados
concuerdan con reportes anteriores sobre la presencia de IL-2 por DC (Granucci et al.,
2001), aunque este fenémeno no ha sido estudiado por aquellos grupos que utilizan un
protocolo para generar DC con el sobrenadante de las células J558L.

Por otro lado, tanto las DC en suspension como las adherentes no secretan IL-10 en
respuesta a estimulos bacterianos purificados. Por lo tanto, la sefializacién a través de TLR4
y TLR2 dimerizado con TLRI y TLR6 constituiria una sefial débil para la secrecion de esta
citoquina.

Por el contrario, tanto en las DC en suspensiéon como adherentes activadas con bacterias

completas secretan importantes niveles de IL-10 (>3000 pg/mL).
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Esto indicaria que la secrecién de esta citoquina requeriria de sefiales mas intensas
(bacterias enteras vs estimulos purificados) y que los estimulos dirigidos a TLR puntuales
serian insuficientes para este fin, figura 7.

La inhibicién de la via ERK mostré una reduccién parcial en los niveles de IL-10
secretados, lo que sugiere que en la produccién de esta citoquina esta no seria la unica via
de transduccion involucrada.

Cuando se analizo la cinética de fosforilacién de la via ERK (pERK), figura 8, en DC en
suspension y adherentes activadas con estimulos microbianos purificados, se observo que la
fosforilacién de ERK ocurre tempranamente y no se mantiene en el tiempo. Al realizar el
mismo estudio en DC activadas con bacterias completas se observé que en DC en
suspension los tres tipos bacterianos utilizados (E.coli, S.typhimurium y B.cereus) activan
la fosforilacién de ERK tempranamente, la cual se mantiene en el tiempo. Por otro lado, en
las DC adherentes se observé los mismos resultados cuando los estimulos fueron E.coli y
B.cereus, mieniras que con S.fyphimurium no se detecté la fosforilacion de ERK. Si
consideramos que esta bacteria enviaria sefiales a través del TLRS -debido a que posee
flagelo- y a que diversas subpoblaciones de DC varfan en su expresién de los diferentes
TLR, estimamos necesario analizar en el futuro la expresion diferencial de estos TLR tanto
en las DC en suspensién como en las adherentes con el fin de explicar la diferencias
observadas.

Agrawal et al. han descrito que en DC humanas activadas con agonistas de TLR tanto la
magnitud como la duracién de la fosforilacion de las vias MAPK tendria un efecto en la
respuesta inmune. Esto se deberfa a que los blancos finales de las vias de sefializacion son

factores de transcripcién involucrados con la expresion de genes (moléculas de superficie,
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citoquinas, reguladores de la viabilidad celular, etc) que juegan un papel en la respuesta
efectora.

Las diferencias en la cinética de fosforilacién sugiere que la activacién de TLR especificos
(estimulos purificados) seria una sefial débil con respecto a bacterias completas, donde las
DC las reconocerian por mas de un TLR, ademas de la participacion de otros receptores. La
observacidn que la forma fosforilada de ERK se mantiene en el tiempo cuando el estimulo
es bacteria completa, sugiere ademds que en el nicleo podrian reclutarse multiples genes
encargados de la expresion de proteinas de manera de asegurar una respuesta inmune mas
eficiente contra a estos patégenos. Debido a que la presencia del inhibidor de ERK no
disminuy¢ la fosforilacién de esta proteina cuando el estimulo es bacteria completa, indica
que se requeririan de concentraciones mayores para bloquear la sefial gatillada por estos
estimulos. Para el caso de IL-2 especificamente, donde la via ERK seria esencial para la
secrecion de esta citoguina, aunque la concentracion del inhibidor usada es efectiva para
bloquear eficientemente la secrecion de esta proteina (para todos los estimulos), no la seria
para bloquear la fosforilacion de ERK cuando las DC sensan bacterias. Cabe mencionar que
la via ERK podria estar involucrada en otros procesos como seria la expresion de moléculas
relacionadas con la capacidad migratoria de estas células, en la sobrevida de ellas, entre
otros, lo cual requiere nuevos estudios para complementar las observaciones antes
discutidas.

En resumen, los resultados mostrados en esta tesis establecen que los precursores de
médula dsea de ratén cultivados con el sobrenadante de las células J558L generan
efectivamente un gran numero de DC, pero que las DC generadas en esta tesis estin
compuestas de al menos 2 tipos celulares que se diferencian por su fenotipo, estado de

madurez v vias de sefializacién intracelular activadas por compuestos purificados
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provenientes de bacterias o bacterias completas, Cabe destacar que las DC generadas
poseen baja capacidad de maduracién lo cual las hace atractivas para el estudio y
generacién de terapias que involucren la mantencién o generacién de un estado de
tolerancia, como en el caso de la trasplantologia o enfermedades autoinmunes. Es por ello
que en nuestro laboratorio continuamos con el estudio de ambas poblaciones. Por una parte
considerando que las DC en suspensién poseen en su membrana una alta expresion de
moléculas MHC (presentacién antigénica) y CD86 (coestimulacién) lo que permitiria la
manipulacién de ellas para presentar antigenos de interés e inducir una respuesta inmune
dirigida, sin que las células entren en un proceso de maduracién. Adicionalmente,
estudiamos la posible funcién de ambas poblaciones de DC en la generacién de tolerancia
in vivo en un modelo de trasplante de piel. Es asi como hemos observado,
sorprendentemente, que la poblacion de DC en suspensién, que posee un fenotipo mas
maduro que las DC adherentes promueve la sobrevida de injerto de piel alogénico, no asi
las DC adherentes con un fenotipo més inmaduro. Esta observacion es apoyada por estudios
recientes que han descrito a CD86 como una molécula esencial para la funcion supresora de
LT reguladores encargados de la generacién y/o mantencién de un estado de supresion o
tolerancia (Zheng et al., 2004).

Este trabajo aporta a la expansién ex vivo de DC que podrian usarse en diferentes terapias.
Nuestros datos sefialan ademés que las conclusiones de trabajos ya reportados en la

literatura deberian ser revisadas en funcién de estas observaciones.
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5. CONCLUSIONES

Precursores de médula ésea de ratén cultivados en presencia de GM-CSF, presente
en el sobrenadante de las células J558L se diferencian a DC, luego de 12 dfas de
cultivo.

Los cultivos obtenidos corresponden a una poblacion celular heterogénea,
compuesta de dos tipos de DC (suspensién y adherentes), con una pureza que supera
el 70% de células CD11c".

Ademés de no requerir GM-CSF recombinante comercial ni purificacién por
seleccién con columnas magnéticas, este cultivo permite generar >3x10% de DC, a
partir de un raton.

Fenotipicamente, ambas poblaciones celulares son distinguibles, donde las DC en
suspension resultan ser mas maduras (CD11c+MHC-II+CD86+) que las DC
adherentes (CD11¢"MHC-II'CD86").

Funcionalmente, aml:;os tipos de DC presentan capacidad endocitica, ademas de
estimular LT alogénicos.

Tanto DC en suspensién como adherentes son incapaces de una posterior
maduracién frente a estimulos microbianos (sobreexpresar moléculas presentadoras
de Ag y coestimuladoras), lo que es independiente de la via ERK.

IL-10 presente en el sobrenadante de las células J558L podria estar manteniendo el

estado de inmadurez de las DC.
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Las citoquinas IL-2, I1.-12 e IL-10 son secretadas por DC en suspension y
adherentes frente a estimulos patogénicos. Mientras que IL-4 e IFN-y no fueron
detectadas.

La via ERK seria esencial para la secrecion de IL-2. Para IL-12 e IL-10 actuarian
vias adicionales.

pERK se detectd tempranamente y se mantuvo en el tiempo cuando DC en
suspensi6n se maduraron con estimulos purificados. No asi en DC adherentes donde
pERK decae en el tiempo.

El inhibidor especifico de la via ERK bloquea completamente la fosforilacién de
ERK cuando se utilizé componentes microbianos purificados.

pERK se detecté tempranamente y se mantuvo en el tiempo cuando las DC en
suspension y DC adherentes fueron activadas con bacterias.

S. typhimurium no induce la fosforilacién de ERK en DC adherentes.

El inhibidor especifico de la via ERK no bloquea completamente la fosforilacién de

ERK cuando se usan bacterias como estimulo.
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