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Resumen

El modelo de Prostatitis Autoinmune Experimental (PAE) es considerado una
herramienta util para el estudio de la enfermedad humana Prostatitis Crénica, Sindrome del
dolor pélvico cronico (CP/CPPS), una de las enfermedades mas prevalentes en la clinica
uroldgica masculina en la que se postula una etiologia autoinmune. En la presente tesis se
trabajé con este modelo animal analizando en primer lugar los perfiles de activacion de los
linfocitos T (LT) especificos que se inducen luego de la inmunizacion de ratones de
diferentes cepas con antigenos prostaticos. Se estudiaron cepas con distinta susceptibilidad
a desarrollar PAE: las cepas NOD (alta susceptibilidad), C57BI/6 (susceptibilidad media) y
BALB/c (resistente). A pesar que las tres cepas desarrollaron una respuesta inmune celular
especifica hacia antigenos prostaticos luego de la inmunizacion, la lesion del érgano
blanco se observé principalmente en la cepa NOD y en menor medida en la cepa C57B1/6,
encontrandose ausente en ratones de la cepa BALB/c. Ratones de las cepas NOD vy
C57BI/6 presentaron importantes cantidades de LT infiltrando la prostata y la presencia en
periferia de una respuesta celular especifica asociada a un fenotipo Th1/Thl7, con bajos
niveles de células Trl y Treg (Foxp3™). La cepa resistente BALB/c, mostré muy escasa
infiltracion en la prostata compuesta principalmente por monocitos/macréfagos con una
respuesta celular periférica especifica asociada principalmente al fenotipo Thl7, con
frecuencias elevadas de células regulatorias Trl y Treg. Al inmunizar ratones de la cepa
NOD deficiente en IFNy (NOD-IFNy™) se observé una ausencia de infiltrado prostético en
presencia de una respuesta celular especifica periférica con un perfil dominante Thl7 y con
una moderada frecuencia de células Trl y Treg. Cuando evaluamos los niveles de
linfocitos Treg y LT efectores (Tef) se observaron valores de Treg similares en todas las
cepas, con niveles significativamente mayores de Tef en las cepas susceptibles. La
eliminacion transitoria de células Treg previo a la inmunizacion favorecio el desarrollo de
LT especificos con perfil Thl en las tres primeras cepas, perfil que se asocié con una
mayor infiltracién y lesion prostatica. La eliminacion de células Treg en ratones NOD-
IFNy”", en los que el perfil Thl no puede ser inducido, generé un aumento importante de
LT especificos con un perfil Th17, sin modificar la infiltracion leucocitaria y/o lesion en el
tejido prostético. Cuando ratones NOD-IFNy”™ fueron inyectados por via intraperitoneal
(i.p.) con IFNy recombinante (rIFNy) se observé un incremento importante en la

infiltracion prostética, indicando que no era necesario que los LT secreten IFNy para

Maria Laura Breser 6



Resumen

infiltrar la gldndula. Estos resultados sugirieron que el IFNy podria jugar un rol importante
en el control de la migracién de los LT especificos hacia el tejido prostético.

El analisis de la expresion de receptores de quimiocinas en LT especificos de las
diferentes cepas demostrd que LT de ratones NOD y C57BI/6 tenian un alta frecuencia de
células CXCR3"CCR5", mientras que los LT provenientes de ratones BALB/c y NOD-
IFNy”" expresaban principalmente CCR6". Para determinar si la expresion diferencial de
receptores de quimiocinas le otorgaba a los LT especificos diferentes capacidades
migratorias, LT especificos de ratones NOD o NOD-IFNy’ fueron purificados y
transferidos adoptivamente a ratones receptores NOD-SCID. Al evaluar la recirculacion y
la capacidad de llegar al tejido prostatico se observo que s6lo los LT provenientes de
ratones NOD eran capaces de llegar a la glandula prostatica de los animales receptores e
inducir ademas reclutamiento de células inmunes. LT especificos de ratones NOD-IFNy™"
re-estimulados in vitro con el autoantigeno en presencia de rIFNy presentaron una clara
induccién de los receptores CXCR3'CCR5". Al transferir adoptivamente estos LT
estimulados in vitro en presencia de rIFNy se demostré una infiltracion marcada y
reclutamiento de otras células inmunes en prostata de ratones receptores. Se realizaron
ademas transferencias adoptivas de LT especificos CD3"CXCR3 0 CD3"CXCR3" y se
demostrd una capacidad mayor de llegar a prostata e infiltrar en los LT CXCR3". Ademas
el bloqueo in vivo de los receptores CXCR3 y CCR5 mediante el uso de un péptido
antagonista mimético inhibi6 significativamente la llegada de LT especificos a la glandula
prostatica. En concordancia con los hallazgos obtenidos en relacién a receptores de
quimiocinas involucrados en PAE, se demostré una expresion basal de quimiocinas
ligandos de CXCR3 y CCR5 en prostata de la cepa susceptible y un incremento marcado
de las mismas luego de la instauracién de la enfermedad.

Nuestros hallazgos demuestran que la expresion de los receptores CXCR3 y CCR5
en la superficie de los LT es esencial para conferirle a estos la capacidad de alcanzar el
tejido prostatico e inducir un microambiente que genere el reclutamiento de un mayor
namero de células. Estos resultados podrian ser significativos para el disefio de nuevas
terapias que resulten efectivas para bloquear o favorecer la llegada de células inmunes al

tejido prostatico en procesos autoinmunes o infecciosos/neoplésicos.
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Capitulo | Introduccion

El sistema inmune (SI) esta formado por un conjunto de estructuras, tejidos, células
y moleculas que tienen como finalidad defendernos de agentes patdgenos y procesos
biol6gicos andmalos a través de la identificacion y destruccion de los mismos. Para llevar a
cabo estas funciones, debe poder distinguir perfectamente entre cuales son los antigenos
presentes en los tejidos propios de todo el organismo y cuales no lo son.

El SI es un sistema extremadamente complejo que se encuentra protegiendo todo el
organismo. Los 6rganos que lo conforman se pueden dividir en tejidos linfaticos primarios
(medula 6sea y timo) y secundarios (bazo, ganglios linfaticos y tejidos linfoides asociados a
mucosas). En los drganos linfaticos primarios es donde se generan las células que
componen el SI, mientras que los secundarios son los lugares donde estas células se alojan,
se activan, y es donde se inducen las respuestas colaborativas con las células del entorno.

Funcionalmente el Sl se clasifica en base a sus caracteristicas en Sl innato y Sl
adaptativo. El Sl innato es el conjunto de mecanismos que involucran las primeras barreras
de defensa contra los microorganismos, generando las primeras sefiales que van a actuar
amplificando y modulando el tipo de respuesta inmune adaptativa que se va a inducir
posteriormente y que se va a perpetuar con el tiempo. Los componentes de la inmunidad
innata han sido detectados en organismos menos evolucionados como los invertebrados,
mientras que la inmunidad adaptativa se caracteriza por poseer mecanismos muchos mas
sofisticados que involucran la induccion de una respuesta inmune especifica, tolerancia y
memoria inmunoldgica, la cual sélo estd presente en los organismos vertebrados
(Ezekowitz R.A.B., 1996; Fearon D.T., 1996).

El Sl innato actia como la primera linea de defensa contra los agentes que son
reconocidos como extrafios, involucrando mecanismos de reconocimiento de estructuras
conservadas evolutivamente. Los principales componentes de la inmunidad innata son: las
barreras fisicas y quimicas del organismo (epitelio, las sustancias quimicas producidas por
las superficies mucosas, etc); las células de la inmunidad innata (neutrdfilos, eosinéfilos,
basofilos, macrofagos/monocitos, mastocitos, células NK, NKT, LTyd y las células
dendriticas); y los componentes solubles de dicha inmunidad (sistema del complemento,
citoquinas, quimiocinas, defensinas, péptidos antimicrobianos, etc) (Walker J.A., 2013).

Los mecanismos de la inmunidad innata son répidos y solo pueden distinguir entre
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estructuras conservadas en los microorganismos (PAMPS) o macromoléculas asociadas a
sefiales indicativas de dafio tisular (DAMPs) (Roach J.C., 2005; Garg A.D., 2013). El
reconocimiento de estas estructuras conservadas a través del Sl innato se realiza por medio
de receptores presentes en las células de la inmunidad innata que interaccionan con estas
estructuras (PAMPs o DAMPs) generando una respuesta que va a depender del tipo de
sefial y de las condiciones del microambiente donde esto ocurra. La respuesta inmune
innata generada va a ser esencial para la induccion del tipo y perfil de la respuesta inmune
adaptativa (Ezekowitz R.A.B., 1996; Fearon D.T., 1996; Walker J.A., 2013).

A pesar que la inmunidad adaptativa necesita un tiempo de induccidn, es capaz de
recordar con gran especificidad y responder de forma mas intensa y eficiente a
exposiciones posteriores con el mismo antigeno, situacion que se conoce como memoria
inmunoldgica. Los principales componentes de la inmunidad adaptativa son las células
llamadas linfocitos y los productos de su secrecion. Existen 2 tipos de linfocitos, los
linfocitos T (LT) y los linfocitos B (LB). Cada clon de LT o de LB expresa una Unica
combinacién de los receptores antigénicos de superficie llamados TCR (receptor de la
célula T) o BCR (receptor de la célula B). En el caso del SI adaptativo, se generan millones
de variabilidades de reconocimiento, las cuales son re-arregladas al azar, lo que produce un
repertorio muy amplio de especificidades antigénicas. Los LT cuando se activan de manera
especifica ejercen sus funciones bioldgicas a través de la secrecién de citoquinas, de la
activacion de otras células, de la induccién de apoptosis, entre otras cosas; mientras que los
LB cuando se activan especificamente secretan citoquinas y se diferencian a células
plasméticas las cuales tienen la funcion de secretar los anticuerpos o inmunoglobulinas.
Existen dos tipos de respuestas inmunes adaptativas, la respuesta inmune celular y la
respuesta inmune humoral. Tanto la inmunidad humoral, mediada a través de los LB, o la
inmunidad celular, generada por los LT, se basan en un amplio y variado repertorio de
especificidades antigénicas distribuidos de manera clonal. Cada clon de LB o de LT
reconoce un Unico motivo o epitope antigénico determinado a través de su BCR o de su
TCR. La existencia de una diversidad posible de 1.10* clones diferentes de LB y de 1.10%
clones diferentes de LT, brinda la variabilidad adecuada para el reconocimiento de una
amplia diversidad de epitopes extrafios, aunque también una amplia variedad de epitopes
propios (Waldmann T.A., 1987; Davis M.M., 1988; Fannig L.J., 1996; Nikolich-Zugich J.,
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2004). Los linfocitos inmaduros dentro de los 6rganos linfaticos primarios son sometidos a
una rigurosa seleccion con el fin de evitar que linfocitos que expresen BCRs o TCRs
potencialmente autoreactivos puedan salir a periferia y causar dafio. Durante esta seleccion
aquellos linfocitos que expresan receptores con alta afinidad para antigenos propios son
eliminados mediante un proceso conocido como tolerancia central (Nossal G.J., 1994,
Nikolich-Zugich J., 2004).

La respuesta inmune adaptativa celular esta a cargo de los LT, que emigran del timo
como LT maduros naive o virgenes presentando cada clon un TCR con una determinada
especificidad, ademas de expresar los co-receptores CD4 o CD8. Los LT CD4" o LT CD8"
virgenes que salen del timo, comprenden a los cientos de millones de clones que componen
el repertorio inmunolégico que circulan por la sangre y por todos los 6rganos linfaticos
secundarios, con el fin de encontrar su antigeno especifico. Una vez que los LT virgenes
llegan a los drganos linfaticos secundarios, tienen la posibilidad de interactuar con las
células presentadoras de antigeno (CPA). Las CPA son capaces de captar, procesar y
presentar los antigenos y asociar pequefias porciones de éstos a los complejos mayores de
histocompatilibilidad (CMH) clase | y Il para poder activar a los LT virgenes. Los LT
virgenes se activan a través de su TCR por el reconocimiento de secuencias antigénicas
especificas asociadas a los CMH (expresados en la superficie de las CPA), ademas de las
sefiales co-estimulatorias adecuadas, dadas por la interaccion de las moléculas CD28
presente en los LT y CD80/CD86 presentes en las CPA activadas (Lenschow D.J., 1996).
Cabe remarcar que los LT virgenes que no reciban las 2 sefiales de activacion (via TCR y
via CD28) no se van a activar correctamente, conduciendo a los LT a un proceso de anergia
irreversible que los llevard a la muerte celular. Las moléculas co-receptoras CD4 o CD8
expresadas en los LT estabilizan el reconocimiento antigénico en el momento de la
presentacion. Los LT CD4 van a estabilizar la interaccion del TCR con el CMH clase I,
mientras que los LT CD8 van a estabilizar la interaccion del TCR con el CMH clase | (Gao
G.F., 1997; Wu H., 1997; Rudolph M.G., 2006).

La respuesta inmune adaptiva humoral esta mediada por la produccién de
anticuerpos por parte de los LB activados de manera especifica. A diferencia de los LT los
LB no necesitan de las CPA para poder reconocer los antigenos (Rudolph M.G., 2006).
Estas células son capaces de reconocer su antigeno especifico soluble o asociado a una
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particula 0 a membranas a través de su BCR (Batista F.D., 2009). Para activar a un LB
virgen e inducir una respuesta inmune adaptativa humoral, se necesita no s6lo el
reconocimiento del antigeno especifico a través del BCR, sino que también de sefiales
provistas por la colaboracion con los LT a través de la interaccion entre el CD40 (presente
en el LT activado) con CD40L (expresado en LB). ElI LB virgen que reciba las 2 sefiales
(BCR y CD40L) es capaz de activarse y entrar en el ciclo celular de proliferacion y
diferenciacion a célula plasmatica para poder posteriormente sintetizar y secretar
anticuerpos (Batista F.D., 2009; Elgueta R., 2009). Los anticuerpos pueden unirse a su
antigeno especifico: actuando como neutralizante del antigeno e incrementar asi su
eliminacion; como molécula opsonizante: favoreciendo la fagocitosis y la quimiotaxis; y
también como un mecanismo efector: activando la via clasica del complemento, generando
la lisis del microorganismo y amplificando el proceso inflamatorio.

Una vez que los clones especificos de LT y de LB encuentran a su antigeno
especifico y son activados de manera correcta, se expanden para generar una mayor
frecuencia de células especificas. Una fraccion de esa amplificacion va a ser diferenciada a
celulas de memoria, mientras que las fracciones restantes de esa amplificacion clonal van a
llevar a cabo la funcidn efectora. La fraccion retenida y diferenciada a células de memoria
puede durar por décadas (hasta toda la vida); siendo esta fraccion de células, la responsable
de generar una respuesta rapida y eficiente frente a un nuevo contacto con el mismo
antigeno, lo que se conoce como memoria inmunolégica (Batista F.D., 2009).

Por otro lado mientras los procesos de activacion de LT y LB virgenes estan siendo
llevados a cabo, las células reciben las sefiales presentes en el microambiente donde se
produce este proceso, induciendo en las células caracteristicas determinadas por estas
sefiales. Los LB de acuerdo a las sefiales que reciban del medio donde se activen van a
modificar el isotipo de los anticuerpos que produzcan, mientras que los LT como respuesta
a esas sefiales van a inducir LT efectores con diferentes perfiles de secrecion de citoquinas.

Los LT CD4" o helper (LTh) virgenes cuando se activan de manera especifica para
generar LT efectores y LT memoria, dependiendo las condiciones bajo las cuales se
produce esta activacion, inducirdn LT con diferentes perfiles de activacion. El concepto de
que la misma célula T virgen, al activarse pueda diferenciarse en diferentes perfiles de
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activacion ha generado un paradigma en la inmunologia moderna (Bluestone J.A., 2009;
Zhu J., 2010 (a); Zhu J., 2010 (b)).

A los LTh se los puede clasificar en diferentes perfiles funcionales dependiendo de
las citoquinas que ellos secreten cuando van a cumplir sus funciones. En base a la secrecién
de citoquinas los LTh efectores se clasifican en los fenotipos Thl, Th2, Thl7, Trly Treg
entre los mas importantes. Algunos autores han ampliado la lista de perfiles de activacion
agregando los fenotipos Th9, Thf, Th3, Th22 entre otros, aunque actualmente las
condiciones de estabilidad y el compromiso de algunos de estos fenotipos estan bajo una
activa discusion (Bluestone J.A., 2009; Zhu J., 2010 (a); Zhu J., 2010 (b)).

Los perfiles funcionales de LTh estan determinados por los patrones de citoquinas y
condiciones presentes en el microambiente en donde se produce la presentacion antigénica.
El perfil de activacion Thl se induce bajo un microambiente favorecido por la presencia de
IL-12p70 durante la presentacion antigénica. Para este perfil se ha descripto necesaria la
induccion de los factores de transcripcion T-bet y STATA4. Este perfil de LT se identifica
por la secrecion de IFNy, una citoquina pro-inflamatoria, descripta con un papel muy
importante en la defensa contra bacterias, virus y tumores a través de la activacion clésica
de los macrofagos en los tejidos periféricos. Este perfil de activacion ha sido asociado
ademas a numerosos procesos inflamatorios cronicos y autoinmunes (Zhu J., 2010 (a); Zhu
J., 2010 (b)) (Figura 1).

El perfil de activacion Th17 se induce cuando la presentacion antigénica se genera
en un microambiente donde estan presentes citoquinas como IL-6 y TGFp, este perfil se
caracteriza por la induccion de factores de transcripcion como Roryt y STAT3. Los LTh17
se identifican por la secrecién de las citoquinas pro-inflamatorias de la familia de la IL-17
(principalmente IL-17A e IL-17F) aunque también por la secrecion de IL-21, IL-22 e IL-
23. Todas las citoquinas producidas por este perfil tienen un rol importante en la defensa de
ciertas infecciones bacterianas y micoticas, mientras que la produccion de IL-17A se la ha
relacionado intimamente con procesos inflamatorios y autoinmunes, ademas de tener un
fuerte impacto sobre la hematopoyesis y quimiotaxis de neutréfilos (Zhu J., 2010 (a); Zhu
J., 2010 (b)) (Figura 1).

El perfil de activacion Th2 se induce cuando la presentacion antigénica es llevada a
cabo bajo la presencia de altas concentraciones de IL-4 e IL-5, caracterizandose por la
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induccion de los factores de transcripcion GATA3 y STATG6. Este perfil de LT activados se
caracteriza por la produccion de citoquinas como IL-4, IL-5 e IL-13, las cuales han
demostrado tener un papel fundamental en la defensa contra parésitos, activando a los
macrofagos de manera alternativa e induciendo la activacion de eosinofilos, mastocitos y
favoreciendo también la produccidén de anticuerpos a través de la induccion de células
plasmaticas (Zhu J., 2010 (a); Zhu J., 2010 (b)). Por otro lado cabe destacar que este
fenotipo de activacién esta fuertemente involucrado en los procesos alérgicos (Figura 1).

La activacion de todos los perfiles inflamatorios, tienen que tener estrictos procesos
de control para evitar situaciones que se perpetten en el tiempo causando dafios funcionales
irreparables dentro de los tejidos afectados. Es por ello que los LT virgenes cuando se
activan pueden generar LT efectores con un perfil regulatorio, dentro de los que podemos
encontrar a los LT regulatorios tipo 1 (Trl) y a los LT regulatorios Foxp3™ (Treg). Estos LT
reguladores son esenciales para mantener la homeostasis inmunologica de LT y LB
autoreactivos e involucrados en procesos inflamatorios severos (infecciones, trasplantes,
enfermedades metabolicas, etc) que afecten la funcionalidad de los tejidos en la periferia.
Los LTrl se inducen cuando la presentacion antigénica es llevada a cabo bajo la presencia
de altas concentraciones de IL-10. Este perfil de activacion se caracteriza por la expresion
del factor de transcripcion c-Maf y por la secrecion de elevadas concentraciones de la
citoquina anti-inflamatoria IL-10 (Zhu J., 2010 (b); Zhu J., 2010 (c)). Por otro lado los
linfocitos Treg se inducen cuando la presentacion antigénica se genera en un
microambiente donde esta presente la citoquina anti-inflamatoria TGFp. Estas células se
caracterizan por expresar el factor de transcripcion dominante Foxp3 y adquieren
caracteristicas fenotipicas diferentes a otros LT activados, como la expresién de receptores
de superficie GITR, CTLA-4, PD-1 y CD25. Las células Treg ejercen su funcion a través
del contacto celular y de la liberacion especifica de grandes concentraciones de citoquinas
anti-inflamatorias como IL-10 y TGFp (Josefowicz S.Z., 2012; Camphell D.J., 2011)
(Figura 1).

Durante el proceso de diferenciacion que sufren los LT virgenes cuando se activan a
los diferentes perfiles de LT efectores se han observado cambios en la expresion de
receptores de recirculacion linfocitaria. Se ha descripto que los LT virgenes dejan de
expresar los receptores de recirculacion CCR7 y CD62L con el objetivo de poder egresar de

Maria Laura Breser 14


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Josefowicz%20SZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22224781

Capitulo |

Introduccion

los 6rganos linfaticos accediendo a la circulacion general y a los tejidos periféricos (Lewis

M., 2008; Bradley L.M., 2003). En los altimos afios se ha avanzado en el conocimiento

acerca de la importancia que tiene la expresion de los receptores de quimiocinas en la

superficie de los LT efectores. Se ha reportado una asociacién entre la expresion de

determinados receptores quimiocinas con los diferentes perfiles de LT efectores (Groom
J.R., 2011(b); Sallusto F., 1997; Sallusto F., 1998; Reboldi A., 2009; Bluestone J.A., 2009;

O’Shea J.J., 2010).
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Figura 1. Esquema de los principales perfiles de diferenciacion de LTh virgenes a LTh
efectores. En la figura se muestra la induccion de los diferentes perfiles de activacion en los que se puede
convertir un LT virgen cuando es activado de manera especifica. Las condiciones de induccidn, factores

maestros de regulacion, produccion de citoquinas y efectos bioldgicos de cada
detallados.
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Se ha llegado al consenso general que los LThl expresan los receptores de
quimiocinas CXCR3 y CCR5 (Groom J.R., 2011; Sallusto F., 1998), los LTh17 se los ha
asociado a la expresién del receptor CCR6 (Wang C., 2009; Reboldi A., 2009), mientras
que los LTh2 se los ha relacionado a la expresion de CCR3, CCR4 y CCR8 (Sallusto F.,
1997; Sallusto F., 1998). Sin embargo, dentro de cada perfil de activacion se han
determinado subpoblaciones que expresan ademas de los receptores clasicos, otros
receptores que les permiten migrar con mayor facilidad a un tejido determinado.

No se han determinado para las células Treg y Trl la expresion de receptores de
recirculacion particulares que podrian caracterizar a estas subpoblaciones. Actualmente se
sugiere que las células con caracteristicas regulatorias deberian expresar los mismos
receptores de migracion que las células T efectoras a las que van a modular. La utilizacion
compartida de los receptores de quimiocinas entre LT efectores y Treg tendria su
fundamento como mecanismo funcional a través de la llegada de las células Treg a los
sitios inflamados donde los LT efectores estan cumpliendo sus funciones. Apoyando esta
hipdtesis se han identificado subpoblaciones de células Treg que expresan diferentes
patrones de receptores de quimiocinas y moléculas de adhesion asociados a los perfiles de
activacion de LT efectores (Wing J.B., 2012; Campbell D.J., 2011; Josefowicz S.Z., 2012).

Estudios recientes acerca de los LT efectores han demostrado que muchas veces
bajo ciertas condiciones ambientales y/o presencia de diferentes citoquinas en el
microambiente, es posible la conversion o transformacion de un perfil de respuesta efector
a otro. El proceso de plasticidad celular es la capacidad de los LT efectores de cambiar de
un fenotipo a otro o de poseer caracteristicas de mas de un fenotipo (fenotipos hibridos)
(Zhu J., 2010; O’Shea J.J., 2010; Nakayamada S., 2012). En este proceso, los LT efectores
pertenecientes a un perfil determinado son capaces de inducir nuevos factores de
transcripcion y propiedades funcionales como por ejemplo cambiar la produccion de
citoquinas o de receptores de superficie. En base a estos hallazgos, numerosos grupos estan
trabajando en describir cuales podrian ser las ventajas y desventajas que tiene la plasticidad
linfocitaria. Si bien todavia quedan muchos mecanismos por ser dilucidados, hay que
reconocer que el avance en los mecanismos que favorezcan la estabilidad de un perfil
determinado, la re-diferenciacion de un perfil y la induccion de fenotipos hibridos ha
cobrado gran importancia a la hora de discutir nuevos desarrollos terapéuticos para
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procesos autoinmunes, alérgicos, tumorales e infecciosos (Bluestone J.A., 2009; O Shea
J.J., 2010; Zhu J., 2010; Nakayamada S., 2012).

Se ha demostrado que la activacion especifica de LT CD8" o citotdxicos (LTc)
virgenes también puede inducir LTc efectores con diferentes perfiles de activacion. Hasta el
momento se han descripto solo 2 perfiles de LTc efectores: los LTc tipo 1 (LTcl) ylos LTc
tipo 17 (LTcl7). Los LTcl se inducen bajo las mismas condiciones que los LT con un
fenotipo Thl y cuando se activan secretan la misma citoquina. Los LTc17 se inducen bajo
las mismas condiciones que el perfil Th17 y cuando se activan secretan principalmente IL-
17A (Yen H.R., 2009; Henriques A., 2013). Cabe destacar que la activacion de los LTc
ademas de estar asociada a la produccion de citoquinas y quimiocinas inflamatorias, lleva a
la muerte celular de las células blanco a través de la expresion de moléculas de superficie
(FasL) y de la secrecién de perforinas y granzimas. Los LTc al igual que los LTh cuando se
activan inducen la expresion de receptores de quimiocinas en la superficie. Se ha reportado
que los LTcl expresan los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR3, mientras que los
Tcl7 expresan el receptor CCR6 (Groom J.R., 2011(b); Sallusto F., 1998; Yen H.R., 2009;
Reboldi A., 2009).

Aunque todos los LT virgenes expresan diferentes TCRs, tienen un patron muy
similar de expresion de receptores de quimiocinas y moléculas de adhesion (CD62L"
CCR77CD44) los cuales les sirven para poder entrar a los 6rganos linfaticos secundarios y
tener la posibilidad de contactar con las CPA (Lewis M., 2008). Todos los LT efectores
cuando se activan pierden la expresion de las moléculas CD62L y CCR7 y adquieren la
expresion de la molécula CD44 y la expresion de los receptores de quimiocinas y moléculas
de adhesidn caracteristicas del perfil con el que se activan con el fin de poder egresar de los
organos linfaticos, accediendo a la circulacion general y a los tejidos periféricos. Ademas,
como se ha explicitado anteriormente, cuando los LT virgenes se activan de manera
especifica a través de la presentacion antigénica, las condiciones del microambiente donde
este proceso se lleva a cabo influencian el perfil de activacion de los LT efectores. De esta
manera cada uno de los perfiles de activacion de LT efectores (LTh y LTc) se caracteriza
por la induccion de factores de transcripcion determinados a cada perfil, la secrecion de las
citoquinas asociadas, la expresion de ciertas moléculas funcionales y la expresion de

receptores de recirculacion caracteristicos. La expresidbn de estos receptores de
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recirculacion (receptores de quimiocinas y moléculas de adhesion) le otorgan a los LT
efectores las propiedades para poder acceder a los tejidos donde las quimiocinas o ligandos
especificos sean expresados. De esta manera el patron de expresion y la combinacién de los
receptores de quimiocinas y de moléculas de adhesion facilita el acceso de LT efectores a
los tejidos donde los ligandos estan siendo expresados (Bradley L.M., 2003; Ward S.G.,
2009). Sin embargo, para que se produzca activacion y permanencia de los LT efectores en
dichos tejidos, es necesaria la presencia del antigeno especifico. Es importante remarcar
que los LT no son los Unicos leucocitos que expresan receptores de quimiocinas, sino que
los macréfagos/monocitos, CD, neutr6filos, mastocitos y eosinofilos activados también
pueden hacerlo y ser reclutados a los tejidos periféricos a través de un gradiente de
quimiocinas especificas (Ward S.G., 2009).

Como se menciond las quimiocinas y sus receptores estan involucrados en el trafico
fisioldgico de las células (Oo Y.H., 2010). Se conocen hasta el momento aproximadamente
50 quimiocinas y 20 receptores para estas. El reclutamiento a través de las quimiocinas
especificas y sus receptores se produce por contacto directo entre estos, aunque muchos
receptores se unen a mas de una quimiocina especifica. Las quimiocinas pueden ser
producidas por células epiteliales, fibroblastos, células endoteliales y células inmunes
residentes de los tejidos. Estas pueden ser producidas en los tejidos de manera constitutiva
0 pueden ser inducidas bajo diferentes estimulos fisiolégicos o patologicos (Ward S.G.,
2009; Bonecchi R., 2009; Mortier A., 2012). Las quimiocinas inducidas responden a
estimulos ambientales presentes en el microambiente a los que estan expuestas las células
dentro de los tejidos como PAMPs y DAMPs, asi como también a condiciones de hipoxia,
a la secrecion de citoquinas y factores de crecimiento entre otras (Groom J.R., 2011(a) y
Groom J.R., 2011(b)).

Las quimiocinas CCL3, CCL4 y CCLS5 son ligandos especificos del receptor CCR5
y son inducidas por la presencia de citoquinas inflamatorias como IL-1, TNFa e IFNy, asi
como también por diversos PAMPs (Lu P., 2003; Casola A., 2002; Carrero R., 2012;
Chandrasekar B., 2013). Las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11 son ligandos
especificos del receptor CXCR3 y son inducidas por citoquinas inflamatorias como IFNy,
IFNo/p y TNFa. (Majumder S., 1998; Ohmori Y., 1997; Groom J.R., 2011 (b); Carrero R.,
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2012). La quimiocina CCL20 es el unico ligando descripto hasta el momento para el
receptor CCR6 y se ha demostrado que se induce por citoquinas como IL-1a, IL-1B, TNFa,
IL-4, IL-17A, IL-12, entre otras (Kao C.Y., 2005; Reibman J., 2003; Carrero R., 2012;
Iwamoto S., 2013). La expresién concomitante de diversas quimiocinas ha demostrado
tener diferentes efectos in vivo dependiendo del modelo y/o del tejido en particular que se
analice. Estas citoquinas pueden tener efectos sinérgicos, dominantes o colaborativos entre
ellas. Ademas se ha reportado que las quimiocinas pueden tener diferentes patrones de
expresion temporal dentro de los tejidos durante el curso de la respuesta inmune, generando
asi la llegada de células inmunes necesarias de acuerdo al momento del proceso fisiolégico
0 patoldgico.

Respuestas autoinmunes y enfermedades autoinmunes

Como se mencion6 anteriormente, los linfocitos inmaduros que reconocen con alta
afinidad antigenos propios durante su maduracion en la medula ésea o en el timo sufren
procesos de anergia y eliminacién clonal, proceso conocido como tolerancia central. Sin
embargo, es comun encontrar en la periferia, células que reconocen antigenos propios que
han escapado a los controles de tolerancia central, las cuales son reguladas a través de
mecanismos de tolerancia periférica. Los mecanismos de control de células autoreactivas en
la periferia son principalmente llevados a cabo por las células T regulatorias. Las células
Treg se dividen segun su origen, en células Treg timicas (tTreg) y células Treg periféricas
(pTreg) (Abbas A.K., 2013). La generacion de células tTreg se producen en el timo durante
la ontogenia T, mientras que las pTreg se inducen en la periferia cuando la presentacion
antigénica se lleva a cabo en condiciones con altos niveles de TGFp. Las células tTreg se
generan a partir de LT inmaduros que reconocen a través de su TCR antigenos propios
presentados por las células epiteliales timicas, con una intensidad intermedia. Las células
pTreg se generan en la periferia a partir de LT CD4" maduros virgenes los cuales son
activados bajo condiciones donde esté presente la citoquina TGFB (Waldmann H., 2006;
Apostolou 1., 2008; Curotto de Lafaille M.A., 2009). Hasta el presente ain no se ha

consensuado un marcador que permita distinguir o identificar el origen de las células Treg
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que se encuentran en periferia, aunque algunos autores indican que la expresion de la
molécula Neuropilina-1 podria ser un marcador para distinguir a células Treg que se
originan en el timo (Weiss J.M., 2012; Bilate A.M., 2012). Aunque algunos autores
recientemente han postulado que las tTreg y pTreg podrian tener diferentes
especializaciones funcionales en el mantenimiento de la homeostasis inmune, actualmente
no han sido reportadas diferencias en los mecanismos de accion de ambas poblaciones ya
que las dos actian mediante contacto célula-célula o a través de mecanismos indirectos
como la secrecion de citoquinas anti-inflamatorias o captacion de I1L-2 (Josefowicz S.Z.,
2012; Bilate A.M., 2012; Wing K., 2008; Freeman G.J., 2000; Rubtsov Y.P., 2008; Wing
K., 2012; Sakaguchi S., 2011).

Tanto las tTreg como las pTreg tienen un papel esencial en el mantenimiento de la
tolerancia periférica y en la homeostasis del sistema inmune, observandose que una
deficiencia genética o funcional del gen Foxp3, el principal factor de transcripcion de
ambas poblaciones, es capaz de generar una autoinmunidad generalizada multi-organica.
Esto es lo que ocurre en los ratones scurfy y pacientes que poseen el sindrome IPEX
(sindrome de disregulacién inmune, poliendocrinopatia y enteropatia ligada al cromosoma
X) (Brunkow M.E., 2001; Kim J.M., 2007; Bennett C.L., 2001). Se ha demostrado que las
células Treg son capaces de suprimir respuestas inmunes asociadas a procesos
inmunopatolégicos y mantener asi la homeostasis inmune periférica (Maloy K.J., 2001;
Hori S., 2004; Kim J.M., 2007; Demengeot J., 2006). Sin llegar a casos extremos de
ausencia funcional completa de células Treg Foxp3®, como el observado en ratones scurfy o
en pacientes IPEX, se ha postulado que una disminucion en la cantidad o funcionalidad de
esta poblacion podria estar involucrada en el desarrollo de enfermedades autoinmunes
(Thomas D.C., 2007; Long S.A., 2011; Alard P., 2006; Feuerer M., 2007; Dejaco C., 2006;
Ziegler S.F., 2006). Es por ello que numerosos investigadores han estudiado
cuantitativamente y cualitativamente a las células CD4"Foxp3* en pacientes con diferentes
enfermedades autoinmunes y en modelos experimentales para diversas enfermedades
autoinmunes (Dejaco C., 2006; Long S.A., 2011; Ziegler S.F., 2006). En un gran nimero
de modelos experimentales de autoinmunidad y en pacientes con enfermedades

autoinmunes se han identificado alteraciones en los nimeros de Treg o en su funcionalidad.
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Sin embargo, también hay numerosos investigadores que han reportado no encontrar
evidencia de alteraciones cualitativas o cuantitativas en la poblacion de células Treg
(Josefowicz S.Z., 2012; Bilate A.M., 2012). No obstante todavia queda mucho por
clarificar en el entendimiento del rol que tienen estas células Treg en la inmunopatogénesis
de la autoinmunidad y en los factores que podrian alterar su funcionalidad.

Normalmente un individuo posee células y anticuerpos autoreactivos circulando en
la periferia. No obstante, un bajo porcentaje de la poblacion desarrolla enfermedades
autoinmunes, lo cual es debido a que los mecanismos de tolerancia funcionan
correctamente. Sin embargo en algunas situaciones estos mecanismos de control fallan, lo
cual permite que aquellas células autoreactivas se activen, proliferen, se diferencien y
adquieran un perfil de activacion particular patogénico (Thl o Thl7).

Las enfermedades autoinmunes son procesos patoldgicos donde los mecanismos
efectores del sistema inmune especifico estan dirigidos hacia antigenos propios. El
desencadenamiento de estas enfermedades es un proceso muy complejo que involucra la
combinacién de multiples factores entre los cuales se pueden citar a los factores genéticos,
ambientales (infecciones, farmacos) y otros de naturaleza aleatoria (Goodnow C.C., 2007).

Entre los factores genéticos que confieren susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades autoinmunes estan los genes asociados a los CMH y los genes no asociados a
los CMH. Existen estrechas relaciones entre los genes que codifican para las moléculas de
CMH vy la susceptibilidad a desarrollar ciertas patologias autoinmunes, las cuales estan
determinadas en mayor o menor medida con la presentacion timica o periférica de
antigenos. Por otro lado, los genes que estan relacionados a las enfermedades autoinmunes
y que no estan asociados a los CMH, pueden dividirse entre los que codifican para
moléculas reguladoras de la activacion (CTLA-4, CD25, entre otros) o para los que son
causa directa de procesos autoinmunes (Foxp3, AIRE, Fas-FasL, entre otros) (Goodnow
C.C., 2007).

Reportes bibliograficos donde se ha estudiado la relacion de incidencia de
enfermedades autoinmunes entre gemelos monocigotos indican que no se supera en ningun
caso el 50-60%, indicando que hay factores que intervienen en el desarrollo de estas
enfermedades que no son controlados de manera genética. Estos factores se conocen como

factores ambientales y dentro de ellos se encuentran las hormonas sexuales (estrégenos),
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factores fisicos y quimicos (radiacion, drogas), traumatismos (donde queden expuestos
antigenos de los sistemas inmunolégicamente privilegiados) e infecciones bacterianas o
virales (con presencia de superantigenos, mimetismo molecular, exposicion de antigenos
tisulares en un ambiente inflamatorio) (Goodnow C.C., 2007).

Segun la distribucion de los tejidos afectados, las enfermedades autoinmunes se
clasifican en sistémicas y érgano-especificas. Las enfermedades drgano-especificas son un
grupo de patologias que tienen caracteristicas similares, donde se genera una respuesta
inmune que reconoce exclusivamente antigenos especificos de un 6rgano, un tejido o un
tipo celular determinado, mientras que las enfermedades sistémicas son patologias donde el
SI reconoce especificamente componentes ubicuos expresados en diferentes 6rganos y
células, lo cual afecta mdaltiples tejidos (ADN, anticuerpos, histonas, componentes
nucleares, entre otros). Dependiendo de las caracteristicas y la localizacién de los antigenos
contra los cuales se induce la respuesta inmune especifica, se va a determinar la clinica y el
compromiso tisular. En general los antigenos y los mecanismos efectores de la respuesta
inmune son muy diversos, por lo que las caracteristicas clinicas entre las enfermedades de
tipo autoinmune varian mucho entre ellas (Goodnow C.C., 2007).

Cabe destacar que a pesar de que las enfermedades autoinmunes tienen una alta
prevalencia dentro de la poblacion, la diversidad y complejidad etiopatoldgica de las
mismas dificulta su diagnostico. Aun con un diagnostico confirmado, las terapias solo han
sido enfocadas al tratamiento de los efectos que se generan en consecuencia a la respuesta
inmune (uso de antiinflamatorios e inmunomoduladores) y/o terapias que no inciden sobre
el proceso de lesion tisular (insulina, T4, entre otros).

Investigaciones en las que se avance en el conocimiento de los mecanismos
inmunopatogénicos involucrados en el desarrollo de estas patologias son esenciales para
mejorar el diagnostico y avanzar en el desarrollo de nuevas terapias selectivas para cada
patologia. Aungue los mecanismos inmunopatogénicos de estas enfermedades son muy
complejos y variados, hay que tener en cuenta multiples factores que comprenden desde la
imposibilidad de eliminar el autoantigeno, hasta la gran heterogeneidad en el tipo de
respuesta inmune especifica que se genera. Por lo que para poder avanzar en el desarrollo
de terapias efectivas para cada una de estas patologias se necesita conocer todos

mecanismos inmunopatogénicos involucrados en el desarrollo de éstas.
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Como se menciono previamente, el desarrollo de enfermedades autoinmunes 6rgano
especificas podria asociarse a alteraciones en el balance entre LT efectores y regulatorios.
En muchas enfermedades autoinmunes o en modelos experimentales de las mismas se
observa un perfil de activaciéon que predomina. Un ejemplo de ello son la Diabetes
Autoinmune vy la Tiroiditis Autoinmune en las que se observa que el perfil de activacion de
tipo Thly Tcl poseen un rol crucial en la patogénesis aunque se encuentren otros perfiles
de activacion (Rotondi M., 2007; Sarkar S.A., 2012; Horie, I., 2011). Por otro lado en
patologias autoinmunes como la Esclerosis Multiple (EM) vy la Artritis Reumatoide (AR)
se ha demostrado que los mecanismos lesivos iniciales son inducidos por el perfil de
activacion Th1l7 y Tcl17 (Huber M., 2013; Reboldi A., 2009; Hirota K., 2007).

Se ha sugerido que la relacion que existe entre el perfil de activacion y el desarrollo
de una enfermedad autoinmune es debida a las caracteristicas que adquieren los LT
efectores cuando se diferencian a uno u otro perfil de activacion. Actualmente se esta
poniendo un especial énfasis en el estudio de los receptores de recirculacion que adquieren
los LT efectores cuando se activan, y la relacion que tiene la expresion de estos receptores
con la migracion de las células a los distintos tejidos.

Se ha demostrado que las patologias a las que se las asocia con un perfil Thl tanto
en humanos como en modelos animales, incrementan la expresion in situ de quimiocinas
especificas asociadas al reclutamiento de LT con un perfil Thl y Tcl frente a una injuria
tisular. También se ha observado que durante una injuria tisular y/o un proceso
inflamatorio, una elevada frecuencia de los leucocitos que llegan de manera temprana al
tejido afectado expresan los receptores CXCR3 y CCRS5, receptores asociados al perfil Thl
y Tcl (Rhode A., 2005; Roep B.O., 2010; Uno S., 2010). Nuevos estrategias terapéuticas
para estas patologia han demostrado que bloqueantes de la quimiocina CXCL10 podrian
reducir la incidencia de patologias asociadas a perfiles Thl, Tcl como la diabetes (Christen
U., 2003; Shigihara T., 2005; Morimoto J., 2004).

Por otro lado se ha sugerido que los mecanismos inmunopatogénicos de las
enfermedades autoinmunes que han mostrado tener una asociacion con el perfil de
activacion Thl17/Tcl7, podrian estar mediados por la expresién de los receptores de
recirculacion de este perfil. Se ha observado tanto en modelos animales, como en pacientes

afectados con estas patologias, que una gran proporcion de los leucocitos infiltrantes de
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manera temprana en los tejidos afectados expresan el receptor CCR6. Ademas estudios
recientes han indicado que en las fases iniciales de la lesion tisular, hay una elevada
expresion in situ de las citoquinas especificas de este perfil y de CCL20 el ligando natural
del receptor CCR6 (Hirota K., 2007; Yamazaki T., 2208; van Humburg J.P., 2011).
Terapias experimentales en enfermedades con estas caracteristicas han demostrado que la
administracion de un anticuerpo monoclonal anti-IL-17A y/o la administracion de un
anticuerpo de anti-CCR6 reducen significativamente el desarrollo de Encefalomielitis
Autoinmune Experimental (EAE) y el reclutamiento de LT al sistema nervioso central
(Uyttenhove, C., 2006; Liston A., 2009; Jones S.A., 2012).

Cabe remarcar que hasta la fecha los perfiles de activacion que dominan la
inmunopatogénesis de muchas enfermedades autoinmunes no han sido determinados con
certeza, mientras que en otras se especula que los mecanismos patogénicos podrian estar
asociados a mas de un perfil de activacion, los cuales podrian colaborar entre ellos para
generar un estado inflamatorio sostenido.

Es muy importante conocer de manera detallada los mecanismos
inmunopatogénicos involucrados en cada una de las enfermedades de tipo autoinmune ya
que las diferencias entre estos mecanismos pueden ser la base para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas. Asimismo la expresion de quimiocinas de manera constitutiva y
bajo situaciones inflamatorias en cada tejido puede ser el fundamento del orquestamiento

del trafico leucocitario dentro de los tejidos normales e inflamados.

Prostatitis Autoinmune

Las prostatitis o inflamaciones de la glandula prostatica, son una de las afecciones
mas comunes en la practica uroldgica, dando cuenta de acerca del 12% de las consultas y
habiéndose estimado que méas de la mitad de los hombres sufren sintomas de prostatitis en
algin momento de su vida (Domingue G.S., 1998). La prostatitis es el diagndstico méas
comun que se presenta en los consultorios urolégicos en hombres menores de 50 afios y el
tercer diagnostico mas comun en hombres mayores a 50 afios, luego de la hiperplasia
prostatica benigna y el cancer prostatico (Hua V.N., 2004). Aparte de su incidencia y

prevalencia, el mayor problema radica en la identificacion de su etiologia, la cual contina
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siendo un enigma en la mayoria de los casos. En base a esto, los tratamientos se
administran empiricamente resultando en un fracaso terapéutico en la mayoria de los casos
(Cohen J.M., 2012; Nickel J.C., 2013). Cabe mencionar que ademas del costo sanitario
acarreado por la administracién de terapias empiricas inefectivas, acarrea un costo social
generado por afectar a hombres jévenes, sexualmente activos y en plena edad productiva.
Como puede advertirse, la prostatitis constituye un problema sanitario importante en el
presente.

La clasificacion de prostatitis mas actualizada fue establecida en el afio 1999 por un
grupo de expertos del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de América (NIH)
(Krieger J.N., 1999). Esta ha consensuado una clasificacion para las prostatitis
estableciendo 4 categorias. A las categorias | y Il se las ha descripto como prostatitis
agudas o crénicas de etiologia bacteriana, la categoria 11l se ha descripto como prostatitis
cronica no bacteriana y la categoria IV como prostatitis asintomatica. La categoria Il o
sindrome del dolor pélvico crénico (CP/CPPS) es la mas frecuente dentro de las prostatitis
en los consultorios uroldgicos, representando alrededor de 90-95% de las consultas
asociadas a prostatitis (Bierklund-Johansen T.E., 2002; Schaeffer A.J., 2006). Esta
enfermedad afecta a hombres jovenes y de mediana edad (20-50 afios) y aunque estos
presentan sintomas clasicos de la inflamacion prostatica es indistinguible desde el punto de
vista clinico, ya que estan asociadas a dolor pélvico o peneal, sintomas de dolor al
miccionar y disfuncion sexual, acompafiados de un estado inflamatorio. La CP/CPPS es
una patologia que tiene un marcado impacto en la salud humana no solo por la frecuencia y
edad de su incidencia, sino también el grado en el que afecta la calidad de vida del paciente
generando perturbaciones emocionales asociadas a su cronicidad (Schaeffer A.J., 2006;
Habermacher G.M., 2006; Nickel J.C., 2013).

Como se menciond anteriormente los pacientes con esta patologia presentan una
inflamacion de la glandula prostética, con numerosos sintomas asociados en ausencia de
infeccidn. Nuestro grupo de trabajo junto con otros grupos de investigadores han propuesto
que este estado inflamatorio, en ausencia de un agente infeccioso detectable, podria
involucrar un proceso autoinmune (Habermacher G.M., 2006; Rivero V.E., 2007). Nuestro
grupo de investigacion ha realizado estudios con muestras de pacientes afectados por
CP/CPPS, demostrando que los linfocitos de sangre periférica de los mismos producen
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elevados niveles de IFNy cuando son estimulados in vitro en presencia de antigenos
prostaticos como Fosfatasa acida prostatica (PAP), Antigeno especifico prostatico (PSA),
Prostateina (PSBP) y otros antigenos prostaticos (Motrich R.D., 2005(a); Motrich R.D.,
2005(b); Motrich R.D., 2006). Ensayos similares utilizando linfocitos de sangre periférica de
individuos controles demostraron que los mismos producian niveles elevados de IL-10 en
respuesta a la estimulacion in vitro con antigenos prostaticos como PSA, PAP, PSBP, entre
otros. Por otro lado muestras de plasma seminal de pacientes afectados por CP/CPPS
mostraron niveles elevados de TNF-a, IFNy e IL-1, sugiriendo que pacientes con esta
afeccion podrian cursar con proceso autoinmune, asociado al perfil de respuesta Thl
(Motrich R.D., 2005(a)). Escasos grupos de investigacion a nivel mundial han trabajado en
la basqueda de alteraciones inmunoldgicas en estos pacientes, por lo que investigaciones
que se enfoquen en caracterizar el tipo de respuesta inmune y los mecanismos patogénicos
que estan involucrados pueden resultar fundamentales para elaborar en base a ello nuevas
propuestas de diagnostico y terapéuticas.

Ademés de los estudios realizados en pacientes, nuestro grupo ha desarrollado
modelos animales que han sido postulados como validos para la enfermedad humana
CP/CPPS. Los modelos animales desarrollados en el laboratorio, utilizaron a ratas y ratones
los cuales fueron inmunizados con una mezcla de antigenos prostaticos emulsificados en un
adyuvante, lograndose la induccion de LT especificos hacia antigenos prostaticos capaces
de quebrar la tolerancia inmunoldgica y desarrollar una lesion e inflamacion en la glandula
prostética (Rivero V.E., 1998; Motrich R.D., 2005 (a); Motrich R.D., 2005 (b)). El tipo de
lesion observada y respuesta inmune generada en los animales fue similar al observado en
pacientes con esta patologia. EI modelo de Prostatitis Autoinmune Experimental (PAE)
desarrollado en ratones se basa en la inmunizacion de machos jévenes con una mezcla de
proteinas prostaticas (PAg), incorporadas al adyuvante Completo de Freund (CFA). Luego
del esquema de inmunizacién los animales desarrollan una respuesta autoinmune
especifica, generando LT y anticuerpos especificos hacia antigenos prostaticos en la
periferia, lo que lleva a una importante lesion en la glandula prostética de los animales
inmunizados (Keetch D.W., 1994; Rivero V.E., 1998). Recientes estudios en los cuales han

evaluado el dolor pélvico en ratones inmunizados con antigenos prostaticos, han
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demostrado que el mismo se relaciona al grado de infiltracién y lesion observada en la
glandula prostética (Rudick C.N., 2008).

En trabajos realizados por nuestro grupo en el modelo de PAE murino se han
utilizado ratones de la cepa NOD los cuales desarrollan una fuerte respuesta inmune celular
y una severa lesion prostatica caracterizada por un marcado infiltrado leucocitario dentro
del tejido luego de ser inmunizados (Rivero V.E., 1998). Se observd una importante
respuesta proliferativa de linfocitos de bazo y de ganglios linfaticos drenantes de prdstata
frente a la estimulacion con antigenos prostaticos. Los sobrenadantes de estos cultivos
celulares mostraron niveles importantes de la citoquina IFNy y ausencia de citoquinas
relacionadas a un perfil Th2 como la citoquina IL-4 (Rivero V.E., 1998). Se determiné que
el principal autoantigeno en nuestro modelo es una proteina especifica del tejido prostatico
llamada Prostateina o PSBP y que ratones inmunizados con la misma desarrollaban
respuesta inmune especifica y lesion en la glandula prostatica (Maccioni M., 1997). Otros
estudios realizados por nuestro grupo utilizando ratones de la cepa C57BI/6 mostraron que
esta cepa es también susceptible al desarrollo de PAE ya que luego de la inmunizacién con
PAg emulsificados en adyuvantes era posible detectar linfocitos especificos en bazo y
ganglios drenantes de prostata con una moderada lesion en la glandula prostatica (Motrich
R.D., 2010). Estudios realizados con ratones de la cepa C57BI/6 deficientes en moléculas
asociadas a la via de sefializacion del perfil de activacion Thl, como IRF-1 y STAT1
demostraron que el perfil Thl era crucial en el desarrollo de la patologia ya que los ratones
deficientes en estas vias de sefalizacion, resultaron resistentes al desarrollo de PAE
(Motrich R.D., 2010). Hasta la fecha no ha sido investigado si se inducen otros perfiles de
activacion luego de la inmunizacion como linfocitos Thl7 y si estos tienen un rol
patogénico en el modelo de PAE.

Estudios realizados por nuestro grupo y otros autores han descripto que diferentes
cepas de ratones tienen diferente susceptibilidad al desarrollo de PAE. Se observé que
ratones de las cepas NOD, C57BIl/6, SJL, AJ y BALB/c mostraban un grado de
susceptibilidad decreciente luego del esquema de inmunizacion (Rivero V.E., 2007; Keetch
D.W., 1994; Motrich R.D., 2007). Si bien los ratones de todas las cepas desarrollan
respuesta inmune especifica hacia antigenos prostaticos luego de la inmunizacion, s6lo

algunas cepas desarrollan una infiltracion y lesion prostatica severa, mientras que otras no
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muestran ninguna alteracion en el 6rgano blanco. En estos estudios no se analizd si las
diferentes cepas de ratones presentaban diferentes frecuencias de LT efectores, diferentes
perfiles de activacion de estas células en periferia, diferencias en la frecuencia de células
regulatorias y/o en la funcionalidad de estas, entre otras. Se propone estudiar el perfil de la
respuesta inmune especifica que se genera en cepas con diferentes susceptibilidades a PAE
y su importancia en el desarrollo de la patologia. Analizando la susceptibilidad y/o
resistencia de las distintas cepas de ratones en relacién a diferencias en la frecuencia y/o en
el perfil de activacion de las células T efectoras (Thl, Th2, Thl7) o T regulatorias (Tr1,

Treg) que se inducen luego de la inmunizacién en cada caso.
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Objetivos

- Teniendo en cuenta los antecedentes previamente descriptos el objetivo general de la

presente tesis fue:

Estudio de los perfiles de activacion de linfocitos T especificos hacia antigenos
prostaticos en cepas con diferentes susceptibilidades al desarrollo de
Prostatitis Autoinmune Experimental.

= Con el propésito de lograr este objetivo, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

e Estudiar el perfil de Respuesta Inmune celular y el tipo de lesion que se genera

en tres cepas de ratones con distinta susceptibilidad al desarrollo de PAE

e Analizar la frecuencia de células T regulatorias y el efecto que tiene de su

eliminacion transitoria en el desarrollo de la patologia.

e Estudiar la expresion de quimiocinas en el tejido prostatico de animales

normales y autoinmunes.

e Caracterizar los receptores de quimiocinas involucrados en el proceso de

migracién e infiltracion de la glandula prostatica.
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Perfil de Respuesta inmune y tipo de lesion en tres cepas con distinta
susceptibilidad a PAE

Reportes previos han demostrado que ratones de distintas cepas, como los ratones
NOD, C57BI/6, SJL, A/J y BALBI/c, presentan una inflamacién y lesion prostéatica diferente
luego de la inmunizacién con una mezcla de antigenos prostaticos emulsificados en CFA
(Rivero V.E., 2007; Keetch D.W., 1994; Motrich R.D., 2007). Si bien los ratones de todas
las cepas desarrollan respuesta inmune especifica contra autoantigenos prostaticos luego de
la inmunizacion, s6lo algunas cepas desarrollan una infiltracion y lesion prostética severa,
mientras que otras no muestran ninguna alteracion en el 6rgano blanco. Las diferencias
observadas en las distintas cepas de ratones podrian estar relacionadas a diferencias en las
células T efectoras (Thl, Th2, Th17) o T regulatorias (Trl, TregFoxp3+) que se inducen en
cada caso.

En el presente trabajo de tesis, nos propusimos profundizar en el estudio y la
descripcion del perfil de células efectoras y regulatorias que se inducen y estan presentes en
periferia y ademas el tipo de lesion/infiltrado que se genera en cepas de ratones con
diferente susceptibilidad al desarrollo de PAE. Con ese fin, se utilizaron 3 cepas de ratones
seleccionadas de acuerdo a datos bibliograficos: la cepa NOD, descripta con una alta
susceptibilidad al desarrollo de PAE (Rivero V.E., 1998); la cepa C57BI/6 en la cual se ha
reportado una susceptibilidad moderada (Keetch D.W., 1994; Motrich R.D., 2010) y la cepa
BALBY/c, resistente al desarrollo de dicha patologia (Keetch D.W., 1994). La susceptibilidad
a PAE fue determinada por la presencia de lesiones en la glandula prostatica como pérdida
de la arquitectura normal, infiltracion del tejido dentro del espacio perivascular o en el
estroma glandular, edema y hemorragia tisular luego de inmunizar a los ratones con una
mezcla de antigenos prostaticos y CFA.

Como un resultado preliminar de esta tesis, se corrobord la susceptibilidad
diferencial al desarrollo de PAE descripta en bibliografia, realizando estudios histoldgicos
de las glandulas prostéticas obtenidas luego de la inmunizacion de ratones NOD, C57BI/6 y
BALB/c segun se describe en materiales y métodos. Como se muestra en las fotografias de
cortes de prostata tefiidos con Hematoxilina/Eosina (H/E) de la Figura 2, animales

inmunizados de la cepa NOD, demostraron una severa infiltracion leucocitaria
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Fig. 2. Analisis de cortes histologicos de glandulas prostaticas de ratones con diferente
susceptibilidad a PAE. Ratones machos de las cepas NOD, C57BI/6 y BALB/c fueron inmunizados en los
dias 0 y 15 del esquema experimental con una mezcla de antigenos prostaticos emulsificados en CFA y
sacrificados en el dia 24 del esquema. Las glandulas prostaticas fueron extraidas y fijadas para ser tefiidas por
H/E. Secciones pertenecientes a la glandula prostatica como dorsolaterales y ventrales fueron analizadas en

las 3 cepas de ratones en estudio (200x).
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principalmente compuesta por células mononucleares presentes en focos perivasculares y
dentro del parénquima glandular. Ademas se observé una alteracion de la arquitectura del
organo con la presencia de edema y focos hemorragicos aislados dentro del tejido. Animales
inmunizados de la cepa C57BI/6 demostraron una infiltracion focal de leucocitos
principalmente con focos perivasculares sin comprometer en gran proporcion el parénquima
del tejido, el cual no mostro alteraciones importantes en la estructura tisular. Por otro lado,
cuando las secciones de tejido prostatico provenientes de animales de la cepa BALBI/c
fueron analizadas, se observd una escasa infiltracién leucocitaria y ausencia de lesiones

importantes dentro de la glandula prostatica.

I. Caracterizacion del tipo de respuesta inmune especifica que se induce luego de la
inmunizacién de ratones con diferente susceptibilidad al desarrollo de PAE

Para analizar si las diferencias observadas en las distintas cepas de ratones podrian
estar relacionadas a la cantidad y/o a los perfiles de células T efectoras (Thl, Th2, Th17)o T
regulatorias (Trl, Treg) inducidos, nos propusimos en primer lugar caracterizar el tipo de
respuesta inmune especifica que se genera en periferia en las 3 cepas de ratones descriptas.

Ratones machos de 6-8 semanas de edad de las diferentes cepas fueron inmunizados
con solucidn fisioldgica (Grupo Control) o con una mezcla de antigenos prostaticos (Grupo
PAg) emulsificados en CFA en los dias 0 y 15 del protocolo experimental y en el dia 24 del
esquema los animales fueron sacrificados. Las celulas mononucleares de bazo (Bz) y
ganglios linfaticos drenantes de prostata (GLp) fueron cultivadas durante 72 horas en
presencia de medio de cultivo solo (condicion basal) o suplementado con PSBP, el principal
autoantigeno descripto en nuestro modelo (Maccioni y col, 1998). Para evaluar los
diferentes fenotipos de linfocitos (Thl, Thl7, Th2, Trly Treg) se analizd la secrecion de
IFNy, IL-17A, IL-5 e IL-10 en sobrenadantes de cultivos de células de GLp y de Bz de los
animales controles o inmunizados. Se evalué ademas la frecuencia de células T productoras
de IFNy, IL-17A, IL-10 o Foxp3" luego de la re-estimulacion especifica con el autoantigeno
PSBP.
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Como se puede observar en la Figura 3A, los niveles de IFNy, IL-17A, IL-5 e IL-
10, fueron diferentes en los cultivos de ratones con distinta susceptibilidad a PAE. La
produccién de citoquinas y la presencia de LT productores de éstas, solo se produjo de
manera antigeno especifica, ya que no se detectd presencia de citoquinas en los
sobrenadantes, de LT productores de citoquinas frente a las condiciones basales (Figura 3)
ni en cultivos estimulados con un antigeno no relacionado como Ovalbumina (datos no
mostrados).

Se observo que las cepas que poseian una mayor susceptibilidad al desarrollo de la
patologia, cepas NOD y C57BI/6, mostraban un perfil principalmente asociado al fenotipo
Th1/Tcl y Th17/Tcl7 con niveles altos de IFNy e IL-17A luego de la re-estimulacion
especifica in vitro con el autoantigeno (Figura 3A). La frecuencia de LT productores de
IFNy fue también significativamente elevada en los cultivos de ratones NOD y C57BI/6
(Figura 3B). Por otro lado, los cultivos provenientes de ratones NOD y C57BI/6 presentaron
una produccion similar de IL-10 y una frecuencia similar de LT productores de IL-10 (Tr1)
y de células Treg (CD4 Foxp3") luego de la re-estimulacion in vitro con el autoantigeno
(Figuras 3A, 3B, 3Cy 3D).
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Fig. 3. Perfil de activacion de linfocitos T especificos luego de la reestimulacion con el
autoantigeno en células mononucleares de células Bz y GLp de ratones con distinta susceptibilidad a
PAE. Ratones de las 3 cepas fueron inmunizados y sacrificados en el dia 24 del esquema. Células
mononucleares de GLp y Bz fueron estimuladas in vitro en presencia de medio (condicion basal) o del
autoantigeno (PSBP) por 72 hs. (A) Secrecion de citoquinas medida en los sobrenadantes de cultivo mediante
técnicas de ELISA. (B) Frecuencia de células productoras de IFNy, IL-17A, IL-10 analizada en la poblacion de
LT CD3" luego de la reestimulacion in vitro con PSBP (C-D) Frecuencia de células T regulatorias
(CD4"CD25"Foxp3™) determinada luego de la reestimulacion in vitro con PSBP (D) Gréfico representativo de
la frecuencia de células Treg en GLp. Valores de*p< 0,05; **p<0,005; ***p< 0,001 fueron considerados
estadisticamente significativos.
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En el caso de la cepa BALB/c, resistente al desarrollo de PAE, se observo un perfil
principalmente asociado a los fenotipos Thl7 y Th2, con niveles elevados de IL-17A e IL-
5, niveles bajos de IFNy y de células productoras de esta citoquina (Figuras 3A y 3B).
Ratones BALB/c mostraron ademas una frecuencia mayor de células Trl y Treg; con una
elevada produccion de IL-10 en los sobrenadantes de cultivo luego de la re-estimulacion
especifica. Dicha produccion fue significativamente mayor en comparacion con las cepas
susceptibles (Figura 3).

Los animales pertenecientes a los grupos controles de cada cepa, es decir
inmunizados s6lo con solucion salina emulsificada en CFA, no presentaron niveles
detectables de las citoquinas estudiadas en sobrenadantes, ni presencia de LT productores
de citoquinas luego de re-estimulacion especifica con PSBP (datos no mostrados).

Il. Caracterizacion del tipo de lesién que se induce luego de la inmunizacién de ratones

con diferente susceptibilidad al desarrollo de PAE

Para analizar si la presencia de determinados perfiles de LT especificos se asociaba
con un infiltrado leucocitario prostatico, realizamos estudios de inmunohistoquimica (IHQ)
y citometria de flujo en el 6rgano blanco. Secciones de prostata fueron analizadas mediante
IHQ a través del uso de un anticuerpo dirigido contra un marcador panleucocitario como es
la molécula CD45. Como se puede observar en la Figura 4A, las secciones prostaticas de
ratones NOD mostraron una marcada infiltracién leucocitaria diseminada y en acimulos
focales extensos con una severa lesion del tejido prostatico. Las glandulas provenientes de
ratones C57BI/6 mostraron infiltraciones con numerosos focos compuestos por una limitada
cantidad de leucocitos. Por otro lado los ratones BALB/c mostraron muy escasos focos de
leucocitos conformados por un niimero limitado de células CD45" distribuidas en el tejido.

Para poder identificar la composicion de las células inmunes que estaban siendo
reclutadas al tejido prostatico, se utilizé la técnica de citometria de flujo en suspensiones
celulares de homogenizados prostaticos. Las glandulas prostaticas fueron extraidas,
disgregadas de manera mecéanica y enzimatica como se indica en Materiales y Métodos,
obteniéndose una suspension celular homogénea que fue cuantificada y luego tefiida en base
a marcadores especificos para diferentes linajes celulares.
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Fig. 4. Andlisis del infiltrado leucocitario prostatico de ratones con diferente susceptibilidad a
PAE. (A) Presencia y localizacion del infiltrado leucocitario a través de la deteccién del marcador
panleucocitario CD45 mediante IHQ, en las glandulas prostaticas provenientes de los Grupos PAg de las cepas
de ratones NOD, C57BI/6 y BALB/c (200x). (B) Las células mononucleares de glandulas prostaticas fueron
cuantificadas y tefiidas con anticuerpos monaoclonales para identificar las moléculas CD45 y CD3. El nimero
absoluto de células CD45 y CD3 dentro del tejido prostatico fue posteriormente calculado. Los datos se
muestran como media x S.D., n=4 por grupo, representativo de 3 experimentos independientes. Valores de*p<
0,05; **p<0,005; ***p< 0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.
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El analisis de las suspensiones celulares prostaticas pertenecientes a los Grupos PAg
de los ratones NOD y C57BI/6, mostrd la presencia de un elevado nimero absoluto de
leucocitos CD45", compuesto en gran proporcion por LT CD3" (Figura 4B). Por el
contrario, suspensiones celulares de tejidos prostaticos provenientes del Grupo PAg de la
cepa BALB/c, demostraron tener una escasa cantidad de células CD45" en comparacion con
las cepas susceptibles (Figura 4A). Esta reducida cantidad de leucocitos presente en préstata
de ratones BALB/c estuvo principalmente compuesta por células F480" y CD11b",
marcadores que corresponden a células de la inmunidad innata como macréfagos/monocitos
(datos no mostrados).

Estos resultados demostraron que cepas de ratones susceptibles al desarrollo de
PAE, como las cepas NOD y C57BI/6, presentaban importantes cantidades de linfocitos T
infiltrando préstata y presentaban en periferia presencia de respuesta celular especifica
asociada a los perfiles Thl/Tcl y Th17/Tcl7, con bajos niveles de linfocitos Trl y Treg
(Foxp3™). Por otro lado, la cepa resistente al desarrollo de PAE, la cepa BALB/c, mostrd
muy escasa infiltracién en prostata compuesta principalmente de monocitos/macréfagos.
Sin embargo estos animales desarrollaron respuesta celular especifica asociada
principalmente al fenotipo Th1l7, aunque también se observaron frecuencias elevadas de
celulas regulatorias Trly Treg.

I11. Balance entre las poblaciones de LT efectores y regulatorios en ratones con
distinta susceptibilidad a PAE

Numerosos reportes bibliograficos han postulado que el balance entre las células
efectoras/patogénicas y células regulatorias es fundamental para que un individuo desarrolle
0 no una enfermedad autoinmune (Thomas D.C., 2007; Long S.A., 2011; Alard P., 2006;
Feuerer M., 2007; Dejaco C., 2006; Ziegler S.F., 2006). Muchos autores postulan que deben
existir determinados umbrales de células patogénicas y regulatorias para que las células
autoreactivas logren infiltrar y producir dafio en el tejido blanco. Debido a que nuestros
resultados han mostrado diferencias en las cantidades y perfiles de LT y células regulatorias
en las cepas con diferente susceptibilidad a PAE, nos propusimos estudiar los niveles de LT
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activados efectores (Tef) y LT regulatorios (Treg) que se generaban luego de la
inmunizacion de ratones NOD, C57BI/6 y BALB/c con antigenos prostaticos/CFA.

Con este objetivo, ratones de los Grupos PAg de todas las cepas fueron sacrificados
en el dia 24 del esquema y el nimero absoluto de LT CD4" efectores (CD4"CD44"CD62L)
o LT regulatorios (CD4"Foxp3™) se analiz6 en GLp y en Bz.

A. B.

Linfocitos T efectores y T regulatorios Relacién entre linfocitos Treg y Tef
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Fig. 5 Linfocitos T efectores y regulatorios en ratones con diferente susceptibilidad a PAE. El
numero absoluto de LT efectores y regulatorios provenientes del Grupo PAg de ratones NOD, C57BI/6 y
BALB/c fue evaluado en bazo y GLp en el dia 24 del esquema experimental. (B) La relacién entre linfocitos T
regulatorios y efectores fue calculada en cada caso. Los datos se muestran como media + S.D., n=3 por grupo,
representativo de 2 experimentos independientes. Valores de *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 fueron
considerados estadisticamente significativos.

Al realizar el anélisis de cantidades absolutas de LT efectores CD4*CD44"CD62L"
en el bazo, no se observaron diferencias marcadas entre las distintas cepas analizadas. Las

mayores diferencias fueron observadas en el nimero absoluto de LT efectores en los GLp,
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siendo estos muy elevados en ratones de cepa NOD y bajos en ratones de la cepa BALB/c,
mientras en la cepa C57BI/6 se mantuvo intermedia a las cepas anteriormente mencionadas
(Figura 5A).

Aunque el analisis de los porcentajes de LT regulatorios Foxp3™ (Figura 3C) reveld
mayores porcentajes de esta poblacion en Bz y GLp de ratones BALB/c, al calcular valores
absolutos de Treg no se observaron diferencias significativas entre las distintas cepas (Figura
5A). Considerando el nimero absoluto de LT efectores y el de LT regulatorios se calculé la
relacion que existia entre linfocitos Treg y Tef para cada cepa (Figura 5B). Como se puede
observar, la cepa de ratones BALB/c, resistente a la infiltracion y lesién de la glandula
prostatica, mostré tener un mayor indice de Treg/Tef. Por otra parte las cepas susceptibles a
desarrollar lesion e infiltracidn prostatica mostraron relaciones Treg/Tef menores
principalmente en los sitios inductores de la respuesta inmune especifica como son los

ganglios linfaticos drenantes de la glandula (Figura 5B).

IV. Efecto de la deplecion de células Treg en la susceptibilidad de ratones NOD,
C57BIl/6 y BALB/c al desarrollo de PAE.

En base a los resultados anteriores, nos propusimos evaluar si la presencia y funcion
de LT regulatorios era importante en el momento de la induccion de la respuesta
autoinmune; y si su ausencia podria producir cambios en el perfil de activacion de los LT
efectores. Como se menciond anteriormente las células Treg se identifican por los
marcadores de superficie CD4*, CD25" y el factor de transcripcion Foxp3. Se ha
determinado experimentalmente que el tratamiento intravenoso (i.v.) y/o intraperitoneal
(i.p.) de ratones con el anticuerpo 1gG monoclonal anti-CD25 (aCD25) elimina
aproximadamente el 80% de las células Treg (CD4*CD25"Foxp3*) a las 48 h post inyeccion
(Zelenay S., 2005); mientras que a los 5-7 dias de la administracion el nimero de las células
Treg retornan a los valores normales.

Con estos datos disefiamos el esquema experimental que se muestra en la Figura 6,

en el cual dos grupos de ratones fueron inyectados con aCD25 o un anticuerpo monoclonal
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control (IgG Control) en el dia -1 y luego inmunizados en el dia 0 del esquema
experimental.

Para controlar la funcionalidad del anticuerpo algunos animales fueron sacrificados a
las 48 horas post inyeccion y se evaluaron los porcentajes de deplecion de células Treg,
observandose que las tres cepas lograron muy buenos porcentajes de deplecion de células
Treg en GLp y Bz (Figura 7).

Esquema experimental: deplecién in vivo de células Treg.

Ycate
(1gG control)
% %
Grupo PAg +
1gG Ctrl
Sacrifici
Dia-1 Dia0 Dia 15 g‘lf: 2'1'0
Grupo PAg +
aCD25
PC61
(IlgG aCD25)

Fig. 6. Esquema experimental utilizado para generar la deplecién de Treg in vivo. El dia previo a
la primera inmunizacidn ratones de las cepas NOD, C57BI/6 y BALB/c fueron inyectados por via i.v. con un
ac IgG control (Grupo PAg + IgG Ctrl) o con un ac aCD25 (Grupo PAg + aCD25). Luego de la administracién
de los diferentes anticuerpos, todos los animales fueron inmunizados en el dia 0 y 15 con una mezcla de
antigenos prostéticos emulsificados en CFA para luego ser sacrificados en el dia 24.
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Fig.7. Evaluacién de la eficiencia de deplecién de
LT CD4'CD25'Foxp3* en las tres cepas en estudio. Los
anticuerpos IgG control o aCD25 fueron administrados por via
i.v. en animales de las 3 cepas. Luego de 48 hs. de la
administracion el nimero absoluto las células Treg presentes
en bazo y los ganglios de los animales fue evaluada. La
eficiencia de la deplecion fue calculada como el porcentaje
T [1' (Tfeg uCD25/ Tfeg 19G control)] x100.
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Numero absoluto de

Ratones de los grupos inmunizados con antigenos prostaticos y tratados con
anticuerpos controles (Grupo PAQ igc i) 0 con el anticuerpo aCD25 (Grupo PAg ucp2s)
fueron sacrificados en el dia 24 y se realizaron diferentes estudios. En primer lugar se
analizaron los nimeros absolutos de LT efectores y Treg que se encontraban en Bz y GLp.
Como se puede observar en la Figuras 8A y 8B, los grupos de animales tratados con aCD25
mostraron numeros absolutos incrementados de LT activados en todas las cepas analizadas.
Esta mayor activacion se presentd principalmente en los GLp. No se observaron diferencias
en los numeros absolutos de Treg en los animales tratados, ya que si bien a las 48 horas post
inyeccidn del anticuerpo aCD25 la deplecion habia sido mayor o igual al 80% (Figura 7), a
los 25 dias de esta inyeccidn los valores de Treg fueron similares en los ratones tratados con
aCD25 o con anticuerpo control. Cuando se analizo la relacion entre LT regulatorios y
efectores en todos los casos se observaron valores menores en las tres cepas tratadas con
aCD25, aunque esta relacion disminuyé marcadamente en el grupo PAg.cp2s de la cepa

BALB/c (Figura 8C).
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Relacion de linfocitos T efectores y T regulatorios
luego de lainduccion de PAE

4 [ PAg + IgG Ctrl
M PAg + aCD25

*%

Relacion (Treg / Tef)
N

QS H Q %) N Q Q Q %)
oc'\\ & oc}« & oc'\\ X Oo\‘ % oc’\\ % oc}« S
O O ¢ RO KO N RO
NOD C57Bli6 BALB/c NOD C57Bli6 BALB/c
Bazo Ganglios linfaticos

Fig. 8. Efecto del tratamiento con un anticuerpo aCD25 o 1gG control en el ndmero de linfocitos
T efectores y regulatorios en ratones con diferente susceptibilidad a PAE. En el dia -1 ratones de las cepas
NOD, C57BI/6 y BALB/c fueron tratados con anticuerpos monoclonales IgG control o aCD25. Los animales
fueron inmunizados en el dia 0 y 15 y sacrificados en el dia 24. (A-B) EI nimero absoluto de LT efectores y
regulatorios presentes en el Bz y GLp fue obtenido luego de realizar marcaciones para detectar las poblaciones
CD4'CD44"CD62L" y CD4"CD25"Foxp3*. (C) La relacién entre linfocitos T regulatorios y efectores fue
calculada en cada caso. Los datos se muestran como la media = S.D., n=3 por grupo, representativo de 2
experimentos independientes. Valores de *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Con el objetivo de evaluar si el tratamiento con aCD25 no so6lo fue capaz de inducir
un aumento en la cantidad de linfocitos efectores, sino también cambios en los perfiles de
las mismas, se realizaron cultivos de células mononucleares de Bz y GLp y se analizé el
perfil de secrecién de citoquinas y la frecuencia de LT productores de citoquinas luego de
re-estimulacion especifica in vitro con el autoantigeno.
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Fig. 9. Secrecion de citoquinas en los sobrenadantes de cultivos de GLp y Bz de ratones

inmunizados NOD, C57BI/6 y BALB/c tratados con un anticuerpo aCD25 o 1gG control.

Células

mononucleares de GLp y Bz de los Grupos PAQ igc control Y PAQ ocpos fueron re-estimuladas in vitro en
presencia de medio (basal) o con autoantigeno (PSBP) por 72 hs. La secrecion de citoquinas IFNy, IL-17A e
IL-10 fueron medidas en los sobrenadantes de cultivo por la técnica de ELISA. Valores de *p<0,05;
**p<0,005; ***p<0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Como se puede observar en la Figura 9, la produccion de IFNy e IL-17A se vib
incrementada significativamente en todos los grupos de animales tratados con aCD25. Se
pudo observar que tanto las cepas de ratones susceptibles como la cepa resistente BALB/c
mostraron un incremento significativo en la secrecion de IFNy e IL-17A en los
sobrenadantes de cultivos de GLp y Bz. Se observd también un incremento en los niveles
de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria, en los sobrenadantes de cultivo de ganglios
drenantes de los animales tratados con aCD25 de todas las cepas y en sobrenadantes de
cultivos de Bz de ratones BALB/c tratados con aCD25.

Por otro lado, cuando las células mononucleares fueron re-estimuladas in vitro con
el autoantigeno y luego se realizaron inmunomarcaciones, se pudo observar claramente que
la frecuencia de células productoras de IFNy se veia significativamente incrementada en
todas las cepas de animales tratados aCD25 (Figuras 10A y 10B). La frecuencia de LT
productores de IL-17A no se observd mayormente afectada, mostrando solo un incremento
significativo en Bz de los animales BALB/c tratados con oCD25. Los linfocitos
productores de IL-10 no se vieron sensiblemente afectados en los animales tratados con
aCD25 en relacion con los tratados con el anticuerpo Control (datos no incluidos).

Al analizar los porcentajes de células Treg (CD4'CD25'Foxp3*) luego de los
cultivos de re-estimulacién de con PSBP en los grupos de trabajo, se observaron menores
frecuencias de células Treg en los grupos tratados con aCD25, principalmente en GLp de
las tres cepas (Figura 10C). De esta manera, la deplecién transitoria de Treg en la fase
inductora de nuestro modelo de PAE indujo un incremento en la cantidad de linfocitos
activados, una reduccion en la relacion Treg/Tef y favorecié un perfil Thl en respuesta a
PSBP en las 3 cepas de ratones analizadas.
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Fig. 10. Linfocitos T productores de
IFNy e IL-17A 'y LTreg presentes en
cultivos de GLp y Bz de ratones NOD,
C57Bl/6 y BALB/c tratados con anticuerpo
aCD25 (A-B) Experimento representativo de
células  productoras de IFNy e IL-17A
analizadas en el gate CD3" por citometria de
flujo intracelular luego de cultivos de
estimulacion con PSBP. (B) Grafico de barras
del porcentaje de células CD3" IFNy* y CD3"
IL-17A" presentes en GLp y Bz de ratones
tratados aCD25. (C) Frecuencia de células T
regulatorias (CD4"CD25"Foxp3*) en cultivos
de GLp y Bz luego de la re-estimulacion con
PSBP. Valores de *p<0,05; **p<0,005;
***p<0,001 fueron considerados
estadisticamente significativos.
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Cuando las glandulas prostaticas de los diferentes grupos de animales fueron
analizadas a través de IHQ vy citometria de flujo, se pudo observar que los grupos de
animales que habian sido tratados con el anticuerpo aCD25 presentaron una mayor
infiltracion en el tejido prostatico en comparacion con animales de la misma cepa tratados
con el anticuerpo 1gG control. Como se puede observar en la Figura 11A, la cepa NOD
increment6 significativamente la magnitud de la infiltracién, pudiéndose observar una
mayor cantidad de leucocitos CD45" no solo perivasculares rodeando los acinos, sino
también una gran cantidad de éstos localizados dentro de acinos prostaticos (Figura 11A).
En préstata de ratones C57BI/6 donde se observaban focos puntuales de leucocitos
intraprostaticos, el tratamiento con el anticuerpo aCD25 increment6 la cantidad de focos de
leucocitos infiltrantes y la cantidad de leucocitos por foco inflamatorio (Figura 11A).
Finalmente la cepa BALB/c resistente a PAE, la cual poseia mayores niveles de Treg y Trl
se vio sensiblemente afectada por la deplecion de Treg en la fase inductora de la patologia.
Las glandulas prostaticas de animales BALB/c tratados con el anticuerpo aCD25 mostraron
un marcado infiltrado de leucocitos intraprostéticos significativamente diferente a los
animales tratados con anticuerpo control (Figura 11).

Estos resultados fueron corroborados por la técnica de citometria de flujo luego de
digerir, homogeneizar el tejido y marcar la suspension celular con anticuerpos
monoclonales caracteristicos de subpoblaciones leucocitarias. Los niveles de células CD45"
presentes en préstata incrementaron significativamente en todos los grupos tratados con el
anticuerpo aCD25 (Figura 11B). Se encontr6 que una proporcion importante de los
leucocitos infiltrantes CD45" eran también CD3", es decir que una gran frecuencia de las
celulas presentes dentro del tejido prostatico son LT (Figura 11B y 11C). Es interesante
notar que el tratamiento con el anticuerpo aCD25, y con ello la deplecion de células Treg al
momento de la generacidn de la respuesta autoinmune induce en la cepa de susceptibilidad
moderada niveles de infiltracion similares a los de la cepa mas susceptible NOD sin
tratamiento. De la misma manera ratones de la cepa resistente BALB/c depletados de
celulas Treg en el momento de la induccién de la respuesta autoinmune, alcanzan niveles de
infiltracion similares a los observados en la cepa C57BI/6 sin tratamiento (Figuras 11B y
11C).
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Fig. 11. Analisis del infiltrado leucocitario prostatico en ratones NOD, C57BI/6 y BALBI/c
tratados con los anticuerpos monoclonales aCD25 o IgG control. (A) Presencia y localizacion del infiltrado
leucocitario a través de la deteccion del marcador panleucocitario CD45 en glandulas prostaticas provenientes
de ratones NOD, C57BI/6 y BALB/c tratados con anticuerpo aCD25 o anticuerpo control (200x) mediante la
técnica de IHQ. (B-C) Células mononucleares aisladas de suspensiones de glandulas prostaticas contadas y
tefiidas para CD45 y CD3. EI nimero absoluto de células dentro del tejido prostatico fue previamente contado
para luego poder estimar el nimero absoluto de las subpoblaciones leucocitarias. Los datos se muestran como
media + S.D., n=4 por grupo, representativo de 2 experimentos. Valores de *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001
fueron considerados estadisticamente significativos.

Nuestros resultados demuestran que la falta de células Treg en el momento de la
induccion de la respuesta contra antigenos prostaticos genera mayores niveles de LT
activados con un perfil principalmente Thl y mayores grados de infiltracion y lesién en la
glandula prostatica en las tres cepas de animales en estudio. De manera interesante, la falta
de células Treg en el momento de la induccion de la respuesta autoinmune contra préstata
hace que ratones resistentes a PAE se tornen susceptibles y desarrollen la enfermedad. En
periferia estos ratones BALB/c tratados incrementan sus niveles de LT activados, pero méas
importante adn estos linfocitos cambian hacia un perfil Thl, lo que se relaciona de manera

directa con una mayor infiltracion en la glandula prostatica.
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Rol del TFNy en la susceptibilidad a desarrollar Prostatitis Autoinmune

Los resultados presentados en el capitulo anterior demostraron que la respuesta Thl
se asociaba a una mayor susceptibilidad a desarrollar PAE. Los ratones NOD con
susceptibilidad elevada presentaron niveles altos de LTh1 especificos para PSBP, mientras
que ratones resistentes como los ratones BALB/c presentaron una muy baja respuesta Thl
especifica.

Las diferencias en susceptibilidad al desarrollo de PAE entre estas dos cepas se
podrian relacionar también a sus diferentes bases genéticas, a diferencias en los
mecanismos de tolerancia central y/o periférica, con el reconocimiento de distintos
autoantigenos o epitopes de autoantigenos por los LT efectores entre otras muchas
posibilidades.

Debido a que nuestros resultados sugieren que el fenotipo Thl y la produccion de
IFNy estan directamente relacionados a la susceptibilidad a desarrollar prostatitis
autoinmune, se propuso trabajar con ratones NOD genéticamente deficientes en la
produccion de la citoquina IFNy (NOD-IFNy™). Esta cepa de ratones, posee la misma base
genética que la cepa susceptible NOD, pero no tiene la posibilidad de producir IFNy nos
brindé un modelo interesante en el cual estudiar el rol de esta citoquina en el modelo de

Prostatitis Autoinmune.

I. Caracterizacion del tipo de respuesta inmune especifica que se induce luego de la
inmunizacion de ratones NOD-IFNy” con antigenos prostaticos

Ratones NOD wt y NOD-IFNy” fueron inmunizados con antigenos prostéticos y
adyuvantes segun el protocolo ya descripto. Se realizaron cultivos de GLp y Bz en
presencia PSBP y se analizaron las poblaciones Thl, Thl7, Th2, Trly Treg a través del
estudio de citoquinas en los sobrenadantes de cultivos y del analisis de la frecuencia de
celulas productoras de citoquinas.

Como era esperado, cultivos de GLp y Bz de ratones NOD-IFNy"' no mostraron
presencia de LT especificos productores de IFNy o de esta citoquina en los sobrenadantes
de cultivo en ninguna de las condiciones ensayadas (Figuras 12A, 12B y 12C). Se observé
una marcada desviacion del perfil de respuesta inmune hacia el fenotipo Th17, con niveles
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elevados de secrecion de IL-17A y una mayor frecuencia de LT de productores de IL-17A,
en comparacion con los valores obtenidos de ratones NOD wt (Figuras 12A, 12B y 12C).
Se observé ademas un incremento en la secrecién de IL-10 en los sobrenadantes de
cultivos de ratones NOD-IFNy™ y una mayor frecuencia de células productoras de 1L-10
(Trl), en comparacion con los ratones NOD wt (Figura 12). Estudios de doble marcacién
para IL-17A e IL-10 demostraron ausencia de células CD4" doble productoras de estas
citoquinas (Figura 12B). Cuando se analizd la poblacion CD4"Foxp3™ se observé que los
cultivos de células de GLp de ratones NOD-IFNy” tenian una frecuencia similar al de
ratones NOD wt. Sin embargo se encontré una mayor frecuencia de células Treg en ratones
NOD-IFNy"' luego de los cultivos de células de Bz, comparados con NOD wt (Figura
12D).
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En los sobrenadantes de estos cultivos se midieron también los niveles de otras
citoquinas como TGFp, IL-5, IL-4 e IL-13 encontrando niveles similares en muestras de
ratones NOD y NOD-IFNy™" (datos no mostrados).

La infiltracion leucocitaria en las glandulas prostaticas de estos animales fue
analizada por IHQ y por citometria de flujo. Se observé que las secciones de las glandulas
prostéticas de los ratones NOD-IFNy” mostraron un niimero limitado y significativamente
menor de células CD45" distribuidas en el tejido blanco en comparacién con NOD wt
(Figura 13A).

El analisis de las suspensiones celulares prostaticas pertenecientes a los ratones
NOD-IFNy” mostré una escasa cantidad de células CD45" en comparacién con lo
detectado en la cepa NOD wt (Figura 13 B, C). Esta cantidad reducida de leucocitos
presente en préstata de los ratones NOD-IFNy”™ estaba compuesta por células positivas
para los marcadores F480 y CD3.
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Fig 13. Andlisis del infiltrado leucocitario en el tejido prostatico de ratones NOD y NOD-
IFNy™ de los Grupos Controles y PAg (A) Presencia y localizacién del infiltrado leucocitario a través
de la deteccién del marcador panleucocitario CD45 en glandulas prostaticas provenientes de los Grupos
PAg de las cepas de NOD-IFNy” y NOD wt mediante IHQ (200x). (B) Identificacién del infiltrado
prostatico a través de la utilizacién de los marcadores CD45 y CD4, se muestran graficos representativos
de suspensiones celulares provenientes del tejido prostatico de los grupos de ratones analizados (C) El
ndmero absoluto de células CD45, CD3" y F480" infiltrantes dentro del tejido prostatico fueron
calculadas. Los datos estan graficados mostrando la media + S.D., utilizando un n=4 por grupo cada
grupo experimental. Resultados representativos de 2 experimentos independientes. Valores ***p<0,001
fueron considerados estadisticamente significativos.
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En base a los resultados obtenidos en estos experimentos se pudo determinar que
los ratones NOD-IFNy"' inmunizados con antigenos prostaticos y adyuvantes generaban
LT especificos con un fenotipo diferente al observado en ratones NOD wt. En esta cepa de

ratones deficiente en IFNy™”

, se detectaron LT especificos con un fenotipo dominante
Th17/Tcl7, ademas de una mayor frecuencia de células Treg y Trl. En estos animales no
se observo presencia de infiltracion o dafio en el tejido blanco observandose un perfil muy

similar al detectado en los ratones BALB/c.

Il. Efecto de la administracion de IFNy recombinante (rIFNYy) en la susceptibilidad de
ratones NOD-IFNy™" a desarrollar PAE

Con el proposito de dilucidar si era necesario que el IFNy fuese secretado por los
LT especificos presentes en periferia, 0 si era necesaria la presencia de esta citoquina en el
animal para que los linfocitos T especificos inducidos pudieran infiltrar la prostata e inducir

-

lesion, se disefiaron experimentos en los que ratones NOD-IFNy™ fueron tratados con

rIFNy luego de la segunda inmunizacion (Figura 14).

Esquema experimental: tratamiento in vivo con rIFNy
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Fig. 14. Modelo experimental correspondiente al tratamiento con rIFNy. Ratones de la cepa
NOD-IFNy™ fueron inmunizados con una mezcla de antigenos prostaticos emulsificados en CFA en el dia 0
y 15 del protocolo experimental. En los dias 17, 19, 20, 22 del protocolo fueron inyectados por via i.p. con
BSA (vehiculo) o con 1x10*U/1 de rIFNy. Los animales fueron sacrificados al dia 24 para ser analizados.
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Ratones de la cepa NOD-IFNy™ fueron inmunizados siguiendo el mismo protocolo
y luego de la segunda inmunizacidn, es decir en la fase efectora de la respuesta inmune, los
animales fueron inyectados por via i.p. con albumina sérica bovina al 0,1% en PBS (BSA)
como vehiculo o con rIFNy en los dias 17, 19, 20 y 22 del esquema experimental. Al
finalizar el tratamiento en el dia 24 del esquema los animales fueron sacrificados. La dosis
de rIFNy fue elegida siguiendo experimentos reportados por Savinov, A.Y. y col. La
administracion de BSA o rIFNy fue realizada en la fase efectora final, para no afectar la
fase de induccion de los LT especificos. En esta etapa se habia demostrado una frecuencia
alta de células especificas con un fenotipo dominante Thl7.

Al sacrificar los animales en el dia 24, se realizaron experimentos con células de
GLp, Bz y muestras prostaticas. En las muestras de GLp y Bz se evaluaron los niveles de
LT activados efectores y Treg sin encontrar diferencias significativas entre ratones NOD-
IFNy” tratados con rIFNy o vehiculo. Cuando las células mononucleares de GLp y Bz
fueron re-estimuladas in vitro en presencia del autoantigeno y se evalu6 la frecuencia de LT
efectores (CD3'CD44"CD62L") y de células Treg (CD4*CD25"Foxp3*) no se observaron
diferencias significativas entre los grupos de animales tratados con el vehiculo o con IFNy
(Figura 15).

Frecuencia de células luego de la re-estimulacion
especifica con PSBP

Grupo PAg Grupo PAg Fig. 15. Células T activadas y

+ vehiculo +rIFNy regulatorias en GLp de ratones NOD-IFNy”"
] tratados con vehiculo o rIFNy. Células
mononucleares de GLp de ratones NOD-IFNy™
de los Grupos PAg tratados con vehiculo (Grupo
PAg + vehiculo) o con rIFNy (Grupo PAg +
rIFNy) fueron re-estimuladas in vitro en
presencia del autoantigeno (PSBP) durante 72
hs. Frecuencia de LT efectores
CD3'CD44"CD62L" 'y LT  regulatorios
CD4'CD25"Foxp3* analizada dentro de la
poblacion de células CD3" por la técnica de
citometria de flujo.
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Al analizar los niveles de citoquinas en los sobrenadantes de cultivos de GLp de ratones

NOD-IFNy ™ tratados con rIFNy o con vehiculo no se observaron diferencias significativas
en los valores de IL-17A e IL-10, no hallando valores detectables de IFNy en los mismos

(Figura 16).
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Fig. 16. Niveles de IFNy, IL-17A, IL-10 en sobrenadantes de cultivos de GLp y Bz de
ratones NOD-IFNy”~ tratados con rIFNy. Células mononucleares de GLP y Bz de ratones de los
Grupos PAg tratados con vehiculo (Grupo PAg + vehiculo) o con rIFNy (Grupo PAg + rIFNy) de la cepa
NOD-IFNy™ fueron re-estimuladas in vitro en presencia medio (Basal) o autoantigeno (PSBP) durante 72
hs. La secrecion de IFNy, IL-17A e I1L10 fue medida por la técnica de ELISA. Los datos se muestran
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Se realiz6 también el analisis del numero de leucocitos presentes en las glandulas
prostéticas de los ratones NOD-IFNy”" tratados con rIFNy o vehiculo observandose un
incremento significativo de células CD45" y de LT CD3" en prostatas de ratones tratados
con rIFNy (Figura 17 A-B).
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Fig.17. Analisis del infiltrado leucocitario prostético en ratones NOD-IFNy™ tratados con
vehiculo o rIFNy. Células mononucleares de suspensiones de glandulas prostaticas fueron contadas y
tefiidas para los marcadores CD45 y CD3. A) Grafico representativo de marcacion CD45 y CD3 en
suspensiones celulares de préstata de ratones NOD-IFNy”" tratados con vehiculo o rIFNy. B) Ndmero
absoluto de células infiltrantes CD45 y CD3 dentro del tejido prostatico. Los datos se muestran como
media £ S.D., n=4 por grupo, representativo de 2 experimentos. Valores de **p<0,005 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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Estos resultados demuestran que no es necesario que los linfocitos T secreten IFNy
para que estas células lleguen e infiltren la glandula, ya que en ratones NOD-IFNy™
tratados con la citoquina recombinante las células especificas no podian secretar IFNy, y
fueron principalmente secretoras de IL-17A. Sin embargo el tratamiento con rIFNy produjo
cambios que hicieron que las células especificas pudieran llegar al 6rgano blanco. En base a
estos resultados, se podria especular que el IFNy podria jugar un rol importante en el
control de la migracion de los LT especificos hacia el tejido prostatico.

I11. Rol de los LT regulatorios en la fase inductora de la respuesta inmune frente a

antigenos prostaticos en ratones incapaces de inducir un fenotipo Th1/Tcl.

En el capitulo anterior, se ha demostrado que la deplecion de células Treg
incrementa la susceptibilidad al desarrollo de PAE en 3 cepas con diferentes
susceptibilidades. El tratamiento de deplecién de Treg se asocid a mayores niveles de
LThl y mayor infiltracién leucocitaria. El siguiente paso fue evaluar el efecto de la
deplecion de Treg en ratones de la cepa NOD-IFNy"' en donde no es posible la induccion
de LT especificas con un perfil de activacion Thl. Para ello se realizé un protocolo similar
al de la Figura 6, pero en ratones de la cepa NOD-IFNy™ En el dia 24 del esquema
experimental los ratones NOD-IFNy"' fueron sacrificados y se realizaron cultivos de GLp y
Bz en presencia de medio (Basal) o PSBP. Ratones NOD-IFNy” inmunizados que fueron
inyectados con el anticuerpo aCD25 reportaron mayores niveles de IL-17A en
sobrenadantes de Bz y GLp cuando se los comparé con los valores hallados en muestras de
ratones tratados con anticuerpo IgG control (Figura 18A). Los niveles de IL-10 se
encontraron disminuidos en cultivos de bazo de ratones tratados con el anticuerpo aCD25,
sin demostrar cambios en sobrenadantes de células provenientes de GLp. En relacién a los
niveles de TGFB no se observaron diferencias entre los valores encontrados en
sobrenadantes de ratones tratados con los anticuerpos 1gG control o aCD25 (Figura 18A).
Ratones NOD-IFNy"' tratados con el anticuerpo aCD25 presentaron mayor frecuencia de
LT productores de IL-17A en Bz y GLp (Figuras 18B y 18C). La frecuencia de linfocitos
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Trl productores de IL-10 no se vio comprometida por el tratamiento con aCD25, aunque la

frecuencia de células Treg se encontrd levemente disminuida en GLp en comparacion con

los valores presentes en ratones inyectados con el anticuerpo IgG control (Figura 18D).
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Fig. 18. Efecto del tratamiento con anticuerpos IgG control o aCD25 a ratones NOD-IFNy'/ i
. Células mononucleares provenientes de GLp y Bz de los Grupos PAQ 156 control Y PAGacn2s de la cepa
NOD-IFNy™ fueron re-estimuladas in vitro en presencia de medio (basal) o con autoantigeno (PSBP) por
72 hs. (A) Secrecion de citoquinas medida en sobrenadantes de cultivo por la técnica de ELISA. (B-C)
Frecuencia de células especificas productoras de IL-17A e IL-10 fue analizada en la poblacién de células
CD3 por citometria de flujo intracelular. (D) Frecuencia de células Treg (CD4"CD25"Foxp3*) en GLp y
Bz luego de la reestimulacion con PSBP. Valores de *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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Cuando las glandulas prostaticas de ratones NOD-IFNy” inyectados con el
anticuerpo aCD25 o 1gG control fueron analizadas no se encontraron diferencias
significativas en la infiltracion leucocitaria en los dos grupos con una baja cantidad de
células CD45 infiltrando el tejido prostatico (Figura 19). Al analizar las subpoblaciones
infiltrantes de prdstata se observd un leve incremento de células CD11b", aunque la
cantidad de células LT CD3" en ratones tratados con el anticuerpo aCD25 no se Vio
modificada (Figura 19B).
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Fig. 19. Analisis del infiltrado leucocitario prostatico de ratones NOD-IFNy” inmunizados
y tratados con un anticuerpo 1gG control o0 aCD25. Células mononucleares aisladas de suspensiones
de glandulas prostaticas fueron contadas y tefiidas para las moléculas CD45, CD3 y CD11b (A) Gréficos
representativos de las suspensiones celulares prostaticas fueron analizadas a través de la técnica de
citometria de flujo. (B) NUmero absoluto de células CD45, CD3 y CD11b dentro del tejido prostatico. Los
datos se muestran como media £ S.D., n=3 por grupo cada grupo experimental, representativo de 2
experimentos. Valores de *p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Estos resultados demuestran que la deplecidn de células Treg en la fase inicial de la
respuesta inmune en ratones con una base genética susceptible (NOD) en los que el perfil
de activacion Th1/Tcl no puede ser inducido, favorece la induccién de LT especificos con
un perfil dominante Th17/Tcl7. A pesar de poseer una alta frecuencia de LT especificos
Th17/Tcl7 en la periferia, no se observé una significativa infiltracién en la glandula
prostatica. La eliminacién de Treg de manera transitoria en ratones NOD-IFNy"' no se
asocid con una mayor susceptibilidad al desarrollo de PAE.
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Receptores de quimiocinas en LT especificos de ratones con diferente
susceptibilidad a PAE

Recientes reportes bibliograficos han demostrado que cuando se inducen los LT
especificos en periferia, éstos lo hacen en un microambiente determinado influenciado por
muchos factores y mediadores. Estos factores tienen la capacidad de condicionar y/o
comprometer el fenotipo de activacion de los LT de manera que inducen la expresion de
determinados factores de transcripcién, haciendo que adquieran la capacidad de secretar
citoquinas particulares y la expresion de receptores que les permitan recircular y/o acceder a
determinados tejidos. Entre los receptores de re-circulacién se encuentran los receptores de
quimiocinas, los que son utilizados por las células inmunes para poder alcanzar los tejidos
particulares donde se expresan sus quimiocinas especificas.

Aunque los reportes acerca de la expresion de receptores de quimiocinas sobre LT de
los fenotipos Thl, Thl7, Th2, Trl y Treg no son lo suficientemente claros aun, existe un
consenso en bibliografia que asocia la expresion de algunos receptores de quimiocinas con
cada fenotipo de LT. Varios reportes indican que los receptores de quimiocinas CXCR3 y
CCR5 son expresados preferencialmente en linfocitos con un fenotipo Thl (Groom J.R.,
2011; Sallusto F., 1998), mientras que los receptores CCR3, CCR4 y CCR8 son expresados
en linfocitos con fenotipo Th2 (Sallusto F., 1998). En relacion a los linfocitos Th17 diferentes
autores indican que el receptor CCR6 se asocia a este perfil Th17 (Wang C., 2009; Reboldi
A., 2009), aunque existe también evidencia que todos los fenotipos pueden expresar mas
receptores o compartir algunos de ellos (Chang H.K., 2009).

Debido a que en los capitulos anteriores demostramos que los ratones de las cepas
NOD, C57BI/6, BALB/c y NOD-IFNy™ presentaban diferencias importantes en los fenotipos
de LT especificos hallados en periferia, con una presencia importante del fenotipo Thl en
ratones que revelaban una mayor infiltracién prosttica, nos propusimos investigar la
expresion de los receptores de quimiocinas CXCR3, CCR5, CCR3, CCR4 y CCR6 en LT

especificos de las distintas cepas.

Maria Laura Breser 68



Capitulo 111 Resultados Parte 111

I. Analisis de la expresion de los receptores de quimiocinas en LT especificos presentes
en 6rganos linfoides de ratones NOD, C57BI/6, BALB/c y NOD-IFNy” luego de la
inmunizacién con antigenos prostaticos emulsificados en CFA.

Para poder analizar si los linfocitos especificos para PSBP presentes en periferia de
ratones de las cepas mencionadas expresaban receptores de quimiocinas asociados a los
diferentes perfiles, se inmunizaron ratones de las distintas cepas siguiendo el protocolo ya
descripto. Los animales fueron sacrificados en el dia 24 y se realizaron cultivos de células
mononucleares de Bz y GLp re-estimulando in vitro con PSBP durante 72 horas. Al finalizar
los cultivos, se evalud la expresidn de los receptores CXCR3, CCR5, CCR6, CCR4 y CCR3
en superficie de células CD3" por citometria de flujo.

LT provenientes de las cepas susceptibles NOD y C57BI/6 expresaron mayores
frecuencias de CXCR3 tanto en Bz como en GLp (~15y 8 % de los LT) en comparacion con
las frecuencias halladas en linfocitos de la cepa resistente BALB/c (~3% de los LT) (Figura
20). La expresion de CCR5 fue también mayor en LT de ratones NOD y C57BI/6,
observandose una importante proporcion de células CXCR3"CCR5" en Bz de ratones NOD.
La expresion de CCR6 se detectd elevada en LT de Bz de ratones BALB/c, aunque no se
encontraron diferencias significativas en la expresién de este receptor entre los Grupos
inmunizados con antigenos prostaticos de las 3 cepas analizadas (Figura 20). Se observé un
incremento significativo en la expresion de CCR6 en los LT provenientes de animales de los
Grupos PAg de las 3 cepas comparados con los Grupos Controles (datos no mostrados). Los
LT provenientes de los Grupos PAg de las diferentes cepas de ratones (NOD, C57BI/6 y
BALB/c) no mostraron frecuencias elevadas de CCR4 o CCR3, ni diferencias significativas
en la expresion de estos receptores cuando se compar6 con los valores hallados en ratones
controles (datos no mostrados).

Los LT de los animales pertenecientes a los Grupos controles de todas las cepas
analizadas mostraron una expresion basal en los receptores de quimiocinas estudiados (datos

no mostrados).
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Expresion de receptores de quimiocinas

Bazo
C57BI/6 BALB/c NOD C57BI/6 BALB/c
12

1583 1,08 1312 132 328 11,56 Ta27 351 13
i 1 1 1 i

134

CXCR3, Grupo PAg

o
x

Ganglios linfaticos

C57BI/6 BALB/c NOD CS57Bl/6 BALB/c

{729 0,55 {232 1,32] {13,085 019 {5'2'2" 0,00 293 0,02

1.5

XCR3., Grupo PAg

Cc
Q
Q
A
o

Fig.20. Expresion de receptores de quimiocinas en LT de ratones NOD, C57BI/6 y BALB/c
luego de la re-estimulacion con PSBP. Células mononucleares de Bz y GLp de ratones de los Grupos PAg
de las cepas NOD, C57BI/6 y BALB/c fueron estimuladas in vitro en presencia de PSBP por 72hs. La
expresion de los receptores de quimiocinas CXCR3, CCR5 y CCRé6 fue evaluada dentro de la poblacion de
LT CD3". Los datos se muestran como media = SD, n=3 por grupo cada grupo experimental, representativo

de 2 experimentos independientes.

Siguiendo el mismo protocolo, se evalud la expresion de receptores de quimiocinas en
LT de ratones NOD-IFNy"'. Como se puede observar en la Figura 21A, LT de Bz de
animales de los Grupos controles de las cepas NOD y NOD-IFNy”™ mostraron frecuencias
muy bajas de expresion de CXCR3, CCR5, CCR4 y CCR6 luego del cultivo de estimulacion
con PSBP (valores entre 0.01-0.59%). LT provenientes de ratones NOD-IFNy"' inmunizados
del Grupo PAg presentaron una elevada frecuencia de LT CCR6", con muy bajas frecuencias
de LT que expresan los receptores CXCR3, CCR5, CCR4 o CCR3 (Figura 21A). El fenotipo

de los LT especificos provenientes de estos ratones se identifico6 como CCR6"CXCR3 CCR5

con bajas frecuencia de células CCR4" y CCR3", un fenotipo muy diferentes al encontrado en
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Fig. 21. Expresion de receptores de quimiocinas en LT de ratones NOD y NOD-IFNy™ luego de la
re-estimulacion con PSBP. Células mononucleares de Bz de los Grupos PAg de ratones NOD y NOD-IFNy™
fueron estimuladas in vitro en presencia de PSBP durante 72hs. La expresion de los receptores de quimiocinas
CXCR3, CCR5 y CCR6 fue evaluada dentro de la poblacion de LT CD3". Los datos son representativos de 3
experimentos independientes
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Estos resultados mostraron que los LT especificos provenientes de la cepa NOD y
C57BI/6 expresaron principalmente los receptores CXCR3 y CCR5 asociados al patron
Th1/Tcl, mientras que los LT especificos de las cepas BALB/c y NOD-IFNy™ expresaron
principalmente el receptor CCR6 asociado al patron Th17/Tcl7.

Il. Expresion de receptores de quimiocinas en LT de ratones NOD, C57BI/6, BALB/c y
NOD-IFNy”'tratados con aCD25

En el primer capitulo de la tesis se ha demostrado que el tratamiento con aCD25 fue
capaz de inducir un incremento en la cantidad de LT con un perfil Th1l en ratones de las cepas
NOD, C57BI/6 y BALB/c y también aumentar el grado de infiltracion y lesion en prostata en
las tres cepas. Estos resultados sugirieron que la deplecién de Treg en la fase inductora del
modelo favorece el desvio de la respuesta inmune especifica hacia el perfil Th1l. Nos intereso
entonces analizar si los LT de animales tratados con el antocuerpo aCD25 presentaban
diferencias en la expresion de receptores de quimiocinas. Para ello sequimos el protocolo de
tratamiento con vehiculo o aCD25 descripto en la Figura 6, y en el dia 24 del esquema los
animales fueron sacrificados y se realizaron cultivos de células mononucleares de Bz y GLp
en presencia del autoantigeno. Como se puede observar en la Figura 22, los LT de Bz y GLp
provenientes del grupo de animales tratados con el anticuerpo aCD25 y re-estimulados in
vitro con el autoantigeno, mostraron principalmente una mayor frecuencia en la expresion del
receptor CXCR3 en todas las cepas analizadas. La expresion del receptor CXCR3 en la
superficie de los LT de los grupos tratados con aCD25 se duplicd, en comparacion con la
expresion hallada en los ratones tratados con vehiculo (en cada cepa analizada). La expresion
del receptor CCR5 en LT de Bz de animales tratados con aCD25 se vio incrementada en la
misma proporcion y magnitud que la observada para CXCR3 (Figura 22). Sin embargo no se
observd expresion de CCR5 en LT provenientes de GLp de ninguno de los grupos
experimentales evaluados. Cuando la expresion de CCR6 en LT fue evaluada, no se
observaron diferencias en la expresion de este receptor entre ratones tratados con los
anticuerpos IgG control o aCD25. Estos resultados se correlacionaron con el mayor desvio de
la respuesta inmune especifica hacia un perfil Th1/Tcl descripto previamente.
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Bazo
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Grupo PAg + 1gG Citrl
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Fig. 22. Expresion de los receptores de quimiocinas en la superficie de los LT de ratones NOD,
C57BI/6 y BALBI/c tratados con 1gG control o aCD25. Células mononucleares de Bz y GLp de los Grupos
PAg de ratones NOD, C57BI/6 y BALB/c tratados con 1gG control o aCD25 fueron estimuladas in vitro con
PSBP durante 72 hs. La expresién de los receptores de quimiocinas CXCR3, CCR5 y CCR6 en la superficie de

los LT CD3" fue evaluada por citometria de flujo. Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes.
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Estos resultados demostraron que la disminucion de Treg en la fase inductora de la
respuesta inmune especifica no genera cambios en las poblaciones de LT CCR6", pero si
induce un incremento en la expresion de LT CXCR3" en las tres cepas de ratones analizadas:
NOD, C57BI/6 y BALB/c. Estos resultados se correlacionan con resultados previos donde se
habia reportado que la frecuencia de LT especificos con un fenotipo Th17/Tcl7 no se veia
afectada con la administracién del anticuerpo aCD25 en las cepas de analizadas.

A continuacién se propuso analizar si los LT de animales de la cepa NOD-IFNy"'
tratados con el anticuerpo aCD25 presentaban diferencias en la expresion de receptores de
quimiocinas. Para ello células mononucleares de Bz y GLp de ratones NOD-IFNy™ tratados
con los anticuerpos monoclonales IgG control o con aCD25 fueron re-estimuladas in vitro
con PSBP, para luego analizar la expresion de receptores de quimiocinas en la poblacion de
LT. Los LT de ratones NOD-IFNy"' del Grupo PAg tratados con el anticuerpo aCD25
revelaron un incremento significativo en la expresién de CCR6 luego de la re-estimulacion
con el antigeno (Figura 23). Este incremento se observo tanto en Bz como en GLp. La
expresion del receptor CXCR3" en la superficie de los LT no fue observada, mientras que se
observé un leve y significativo incremento en la expresion del receptor CCR5 en la superficie
de los LT de Bz en ratones tratados con el anticuerpo aCD25 (Figura 23).

Estos resultados demostraron que la deplecion de células Treg en una cepa que no
puede producir IFNy desvia la respuesta hacia un perfil Th17/Tcl7, con aumentos en los
niveles de secrecion de IL-17A, mayores frecuencias de LT productores de [IL-17 con una
mayor frecuencia en la expresion del receptor CCR6".
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Fig. 23. Expresion de los receptores de quimiocinas en la superficie de LT de ratones NOD-IFNy™"
tratados con 1gG control o aCD25. Células mononucleares de Bz y GLp del Grupos PAg de ratones NOD-
IFNy™ tratados con 1gG control 0 aCD25 fueron estimuladas in vitro con PSBP durante 72 hs. La expresién de
los receptores de quimiocinas CXCR3, CCR5 y CCR6 en la superficie de los LT CD3" fue evaluada por
citometria de flujo. Los datos son representativitos de 2 experimentos independientes
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I11. Expresién diferencial de los receptores de quimiocinas en la superficie de los LT y
su relacion con la capacidad de migrar e infiltrar la gldndula prostética.

Para analizar la capacidad de recircular, migrar e infiltrar préstata de los LT
especificos expresando distintos receptores de quimiocinas, se disefiaron experimentos de
transferencia adoptiva de LT a ratones NOD-SCID (deficientes en linfocitos T y B) (Charron
J., 1992). Con este objetivo, células mononucleares esplénicas de ratones inmunizados NOD
y NOD-IFNy"'(Grupos PAg), fueron re-estimuladas in vitro con PSBP durante 72hs y luego
purificadas en base a expresion en superficie de CD3 (Figura 24). Un millén de LT CD3"
provenientes de ratones NOD wt o0 NOD-IFNy"' inmunizados fueron transferidos
adoptivamente por via intravenosa (i.v.) a ratones receptores NOD-SCID. A los 15 o 30 dias
post-transferencia, los ratones receptores NOD-SCID fueron sacrificados y se evalud la
presencia de LT CD3" en Bz, GLp, ganglios no drenantes y en otros tejidos. De esta manera,
se evalud la recirculacion de los LT CD3" transferidos dentro de los drganos linfaticos
secundarios y la capacidad de éstos de migrar e infiltrar la glandula prostética.

Esquema experimental

LT CD3* fueron transferidos

Células mononucleares fueron re- adoptivamente a ratones

estimuladas in vitro con PSBP receptores NOD-SCID
Grupo PAQ% ; W‘ 2 /?A
NOD oo/ \_,(“: “"3 e s
»/?\M Linfocitos T CD3+ / ' Dia15 Dia30
- _
Grupo PAg A Io D fueron purificados ‘\ ~OX /}"\:x
NOD-IFNy- (\;{ it <, J:;j LA

Evaluaciéndela
presenciade LT CD3*en
Bz, GLp y prostata

Fig. 24 Modelo experimental utilizado para evaluar la migracién de los LT especificos. Células
mononucleares provenientes de Bz de los Grupos PAg de animales NOD wt y NOD-IFNy’fueron re-
estimuladas in vitro en presencia de PSBP durante 72 hs. Los LT CD3" de ratones NOD wt y NOD-IFNy™
fueron purificados por cell-sorting en base a la expresiéon de CD3 en la superficie. Un millén de LT de cada
condicién fue transferido a ratones receptores NOD-SCID. La presencia de LT dentro de los ratones NOD-SCID
fue evaluada a los 15 y 30 dias luego de la transferencia adoptiva.
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Fig. 25. Circulacién periférica de los LT CD3* de ratones NOD y NOD-IFNy”" dentro de los
ratones receptores NOD-SCID. (A) Numero absoluto de LT CD3" presentes en Bz, GL y ganglios no drenantes
de préstata en ratones receptores NOD-SCID a los 15 y 30 dias post-transferencia. (B) Gréaficos de citometria de
flujo representativos donde se muestra la frecuencia de LT dentro de Bz, GLp y ganglios no drenantes de
prostata. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes. Valores de*p< 0,05; **p<0,005;
fueron considerados estadisticamente significativos.

Como era de esperar, no se observaron niveles detectables de células CD3" en ratones

NOD-SCID no transferidos con LT. Sin embargo, se observaron células CD3" en Bz, GLp y

ganglios no-drenantes de prostata de ratones NOD-SCID receptores a los 15 y 30 dias post-

transferencia, demostrando que tanto los linfocitos ratones NOD wt, como los LT de ratones

NOD-IFNy"' fueron capaces de recircular por los o6rganos linfoides secundarios. Se
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encontraron mayores niveles de LT CD3" en Bz de ratones NOD-SCID transferidos con
células de ratones NOD-IFNy™", sin hallarse diferencias en la cantidad de LT CD3" presentes
en ganglios no drenantes de prostata (axilares y braquiales) (Figura 25). Se observd una
mayor cantidad de LT CD3" en ganglios drenantes de prostata de los ratones transferidos con
LT provenientes de ratones NOD wt (Figura 25). Durante los tiempos analizados (15 y 30
post transferencia) se observéd que el nimero absoluto de LT se mantenia estable en el Bz de
los animales receptores, mientras que éstos valores incrementaron en los GLp y disminuian en
los ganglios no drenantes o alejados al tejido prostatico (Figura 25).

Para analizar si los LT transferidos ademés de recircular por organos linfoides
secundarios eran capaces de alcanzar el tejido prostatico se evalud la presencia de células
CD3" en prostata de los ratones NOD-SCID (Figura 26). Cuando las glandulas prostéticas
fueron analizadas, sélo se pudo determinar la presencia de LT CD3" en los animales
receptores de células provenientes de ratones NOD wt. No se detectaron LT CD3" en las
glandulas prostaticas de ratones receptores NOD-SCID que recibieron la transferencia de
células de ratones NOD-IFNy™ (Figura 26).

Estos resultados demostraron que los LT CD3" especificos provenientes de ratones
NOD wt y NOD-IFNy"' transferidos a ratones NOD-SCID recircularon por los 6rganos
linfaticos secundarios, sin embargo sélo pudieron alcanzar la glandula prostatica aquellos LT
CD3" que provenian de los animales NOD. Para evaluar si esta capacidad de migrar a los
tejidos era prostata-especifica se analizé ademas la presencia de LT CD3" en pancreas de los
ratones NOD-SCID, no encontrandose células CD3" en el pancreas de ratones transferidos
con LT de ratones NOD wt, ni en el pancreas de receptores de LT de ratones NOD-IFNy"'
(datos no mostrados).

Ademas de buscar la presencia de células CD3" dentro del tejido prostatico se ha
analizado los niveles de infiltracion leucocitaria, es decir la cantidad de células CD45" en
prostata de los ratones receptores NOD-SCID. Se pudo determinar la presencia no sélo de LT
CD3" sino también una moderada cantidad de células CD45" a los 15 dias de la transferencia
de células CD3" provenientes de ratones NOD wt. Se observd que tanto el niimero absoluto de
leucocitos CD45" como asi también el de LT CD3" presentes en las glandulas prostaticas de
los ratones receptores incrementaba significativamente con el tiempo post-transferencia

(Figura 26B). Treinta dias después de la transferencia adoptiva de LT de ratones NOD wt, se
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observo un gran incremento en el nimero absoluto de leucocitos y LT en el tejido prostético
en comparacion con los valores hallados a los 15 dias post transferencia (Figura 26B). Los
resultados sugieren que células CD45'CD3" de los ratones NOD-SCID receptores serian
reclutadas a prostata. Es posible especular que la llegada de LT CD3" especificos al tejido
blanco y no a pancreas podria iniciar la liberacidn de citoquinas y/o quimiocinas que estarian
reclutando otros leucocitos (CD45°CD3") pertenecientes a los ratones huésped (Figura 26B).

60+
NOD —+ SCID NOD-IFNy* — SCID ok

11,55 9,02 212 0,33

0,48

Numero absoluto
1x10%células/ 50 mg tejido

CD45 CD3 CD45 CD3

15 dias post-transferencia 30 dias post-transferencia

Fig. 26. Anélisis del infiltrado leucocitario en las glandulas prostaticas de animales receptores
NOD-SCID. (A) Gréficos representativos que muestran frecuencia y caracterizacion de leucocitos presentes
dentro del tejido prostatico de ratones receptores NOD-SCID a 30 dias post-transferencia adoptiva de los LT
especificos de ratones NOD o NOD-IFNy™. (B) Cuantificacién de leucocitos totales (CD45") y LT (CD3")
presentes en glandulas prostaticas de ratones receptores luego de 15 y 30 dias post-transferencia adoptiva. Datos
representativos de 2 experimentos independientes de un n=3 animales receptores por cada grupo. Los datos
graficados en el inciso B son mostrados como la media = S.D. Valores de **p<0,005; ***p< 0,001 fueron
considerados estadisticamente significativos.

Cuando los animales receptores de los LT de ratones NOD-IFNy” fueron analizados,
se encontré un niimero limitado de LT CD3" y de leucocitos CD45", valores que ademas no
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incrementaron al dia 30 post transferencia. Estos resultados demuestran que los LT CD3"
provenientes de ratones NOD-IFNy"' son capaces de recircular por 6rganos linfoides pero no
son capaces de infiltrar préstata y/o de iniciar el reclutamiento de otras células leucocitarias
(Figura 26B).

IVV. Analisis en la expresién de receptores de quimiocinas en la superficie de los LT y su
capacidad de migrar e infiltrar la glandula prostéatica luego del tratamiento in vitro con
rIFNy.

La bibliografia indica que la expresion del receptor de quimiocina CXCR3 es
inducido bajo sefiales que involucran la via de activacion a través de T-bet y que el IFNy es
capaz de activar la expresion de CXCR3 en células T (Lord G.M., 2005; Beima K.M., 2006;
Afkarian M., 2000; Groom J.R., 2011(b)). En el caso de la expresion del receptor CCR5, se ha
postulado que su expresion se asocia a sefiales que involucran la activacion de STAT4 a
través de IL-12p70, aunque se ha demostrado que la sefializacion a través del receptor de
IFNy amplifica y estabiliza la expresion del receptor (lwasaki M., 2001 (a); Iwasaki M.,
2001(b)). Debido a que en resultados previos se habia observado que el tratamiento in vivo de
ratones NOD-IFNy”con rIFNy inducia un significativo incremento en la infiltracion
prostética, y conociendo que estos animales presentaban en circulacion LT especificos con un
perfil Th17/Tc17 (CCR6"), se propuso evaluar si el tratamiento in vitro con esta citoquina
inducia cambios a nivel de la expresion de receptores de quimiocinas en la superficie de los
LT especificos y si alteraba la capacidad migratoria de éstos favoreciendo su llegada al tejido
prostéatico.

Con ese objetivo, se han realizado experimentos en los que células mononucleares
esplénicas de ratones NOD-IFNy” fueron cultivadas in vitro durante 72 hs en presencia de
PSBP o PSBP combinado con rIFNy. Luego del cultivo se evalud la expresion de receptores
de quimiocinas en superficie. Como puede observarse en la Figura 27, los LT que fueron re-
estimulados in vitro con PSBP en presencia de rIFNy mostraron un aumento significativo de
la expresion de CXCR3" y CCR5" en comparacion con lo observado en células incubadas

con el autoantigeno. Por otro lado, pudo observarse una disminucion de la expresion del
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receptor CCR6" en la superficie de las células T en comparacion a lo hallado en células
cultivadas s6lo con PSBP (Figura 27). Fue interesante observar que la expresion de CXCR3 y
CCRS en la superficie de los LT provenientes de ratones NOD-IFNy"' estimulados con PSBP

mas rIFNy fue una expresion similar a la detectada en LT de ratones NOD wt (Figura 27B).
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Fig. 27. Expresion de receptores de quimiocinas en la superficie de LT reestimulados in vitro con
PSBP o con PSBP en presencia de rIFNy Células mononucleares de Bz de ratones NOD-IFNy”~ fueron
cultivadas in vitro durante 72 hs con PSBP o con PSBP en presencia de rIFNy. (A) Expresion de los receptores
CXCR3, CCR5 y CCR6 fue analizada en la superficie de la poblacion de LT CD3" por citometria de flujo. (B)
Andlisis de histogramas realizados en la poblacion de LT CD3". La linea gris oscuro representa a los LT de
ratones NOD-IFNy ™" cultivados con PSBP en presencia de rIFNy; la linea gris clara representa a LT de ratones
NOD-IFNy™ cultivados con PSBP; y la linea negra representa a LT de ratones NOD cultivados con PSBP.
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Ademas de evaluar la expresién de receptores de quimiocinas luego de la incubacion en
presencia de rIFNy con el autoantigeno, realizamos experimentos de transferencia adoptiva
de células CD3" purificadas por cell-sorting a ratones NOD-SCID siguiendo el protocolo
descripto en la Figura 24. Como Grupo control, se transfirieron también LT especificos
provenientes de ratones NOD que habian sido estimulados con PSBP. A los 15 y 30 dias post
transferencia, se evalud la recirculacion de los LT CD3" dentro de los drganos linfaticos
secundarios y la capacidad de éstos de infiltrar la glandula prostéatica de los ratones NOD-
SCID receptores (Figura 28).
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post-transferencia post-transferencia post-transferencia post-transferencia post-transferencia post-transferencia

Fig. 28. Circulacion periférica de LT provenientes de ratones NOD-IFNy™ reestimulados con
PSBP en presencia de rIFNy, en 6rganos linfaticos de ratones receptores. (A) Ndmero absoluto de LT CD3"
presentes en Bz, GLp y ganglios linfaticos no drenantes de prostata en ratones receptores NOD-SCID a los 15 y
30 dias post-transferencia de LT provenientes de ratones NOD, NOD-IFNy” y NOD-IFNy” + rIFNy. Los datos
muestran media + SD, n=3 por cada grupo experimental, representativo de 2 experimentos independientes.
Valores de*p< 0,05; **p<0,005 fueron considerados estadisticamente significativos.

Linfocitos T CD3" fueron encontrados en el Bz, GLp y ganglios linfaticos no-drenantes
de prostata de ratones receptores NOD-SCID que fueron transferidos con LT de ratones
NOD-IFNy™ reestimulados con PSBP en presencia de rIFNy. Estos resultados demuestran
que los LT fueron capaces de recircular por 6rganos linfoides secundarios en similares
niveles a los hallados en ratones receptores de LT provenientes de ratones NOD y NOD-
IFNy” (Figura 28).
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Fig. 29. Analisis del infiltrado leucocitario presente en las glandulas prostaticas de animales
receptores NOD-SCID transferidos con LT de ratones NOD-IFNy” re-estimuladas con PSBP ¢ PSBP +
rIFNy. (A) Graficos representativos de frecuencia y caracterizacion de leucocitos presentes dentro del tejido
prostatico de ratones receptores NOD-SCID luego de 30 dias post-transferencia de LT especificos de ratones
NOD, NOD-IFNy”y NOD-IFNy”" tratados in vitro con rIFNy (B) Cuantificacién de leucocitos totales (CD45") y
LT (CD3") presentes en las glandulas prostaticas de ratones receptores luego de 15 y 30 dias post-transferencia
adoptiva. Datos representativos de 2 experimentos independientes con un n=3 animales receptores por grupo.
Los datos graficados en el inciso B fueron analizados como la media £ S.D. Valores de **p<0,005; ***p< 0,001
fueron considerados estadisticamente significativos.
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De manera interesante, los linfocitos T CD3" provenientes de ratones NOD-IFNy ™",
que fueron estimulados in vitro con PSBP en presencia de rIFNy, fueron detectados en el
tejido prostatico en cantidades similares a las encontradas en receptores NOD-SCID de LT
provenientes de ratones NOD wt (Figura 29). La cantidad de células CD3", como asi también
la cantidad de leucocitos CD45°CD3’, incrementaron con los dias post transferencia
indicando que los LT de ratones NOD-IFNy™ reestimulados in vitro con PSBP + rIFNy
fueron capaces de infiltrar el tejido prostatico e inducir el reclutamiento de leucocitos del
huésped (CD45°CD3") a la glandula prostatica (Figura 29). Estos resultados demuestran que
celulas T especificas que son incapaces per se de producir IFNy, una vez reestimuladas en
presencia de esta citoquina, inducen la expresién de CXCR3 y CCR5 y ahora si son capaces
de migrar e infiltrar el 6rgano blanco, e inducir el reclutamiento de otros leucocitos al tejido

prostéatico.

En base a estos resultados se puede concluir que la expresion de CXCR3 en la
superficie de los LT especificos (y no la capacidad de producir IFNy), esta relacionada de
manera directa con la habilidad de estas células de alcanzar la glandula prostatica. Estos
resultados podrian sugerir que la migracién de los LT especificos hacia el tejido prostatico
podria estar regulada por la expresion de los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5 y la
expresion de sus ligandos especificos en el 6rgano blanco.
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En distintos modelos de autoinmunidad drgano-especifica se postula que los
linfocitos T autoreactivos migran a los tejidos blancos guiados por quimiocinas presentes
en los mismos. Hasta este momento, se han reportado aproximadamente 50 quimiocinas y
20 receptores para éstas. El reclutamiento a través de quimiocinas especificas y sus
receptores se produce por contacto directo entre estos, aunque muchos receptores se unen a
mas de una quimiocina especifica (Oo Y.H., 2010; Bradley L.M., 2003; Ward S.G., 2009).
Se ha reportado que los ligandos especificos del receptor CXCR3 son las quimiocinas
CXCL9, CXCL10 y CXCL11, mientras que los ligandos de CCR5 son las quimiocinas
CCL3, CCL4 y CCLS5. En el caso del receptor CCR6 el unico ligando descripto es la
quimiocina CCL20. Las quimiocinas pueden ser producidas en forma constitutiva o ser
inducidas bajo diferentes estimulos, por células epiteliales de los tejidos, fibroblastos,
células endoteliales y células inmunes (Bonecchi R., 2009; Mortier A., 2012; Groom J.R.,
2011(a))

Se postula que una vez que los LT especificos logran alcanzar su 6rgano blanco
guiados en parte por las quimiocinas expresadas en ese tejido, permanecen alli porque
encuentran su antigeno, se activan, amplifican y liberan citoquinas, con lo que se iniciaria
el reclutamiento de mas células inmunes amplificando el proceso inflamatorio y el dafio
tisular.

Debido a que en resultados previos encontramos un patron particular de expresion
de receptores de quimiocinas en LT especificos asociado a la capacidad de infiltrar
prostata, decidimos estudiar la expresion de quimiocinas asociadas a estos receptores en
prostata de ratones NOD y NOD-IFNy™".

I. Expresion de quimiocinas en tejidos prostaticos de ratones NOD y NOD-IFNy"'
controles

Para determinar que quimiocinas y factores solubles estaban siendo expresados en
las glandulas prostaticas normales en animales de las cepas NOD vy NOD-IFNy"', y
también en préstata de estos ratones inmunizados con antigenos prostaticos y adyuvantes,
se utiliz6 un array que permitié evaluar un grupo numeroso de quimiocinas, citoquinas y

factores de crecimiento en el tejido. Las glandulas prostaticas de ratones normales de
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ambas cepas fueron disgregadas y analizadas. Nos focalizamos en primera medida en la
expresion de las quimiocinas asociadas a los receptores CXCR3, CCR5 y CCR6.

Se observd que las prostatas de ratones NOD tenian una expresion basal detectable
de los ligandos especificos de CXCR3, las quimiocinas CXCL11 y CXCL9, mientras que
ninguna de estas quimiocinas fue detectada en las glandulas prostéticas de animales
controles NOD-IFNy"' (Figura 30A). Una expresion basal de las quimiocinas CCL3, CCL4
y CCLb5, asociadas al receptor CCR5, también fue detectada en glandulas de animales
controles NOD, mientras que en préstata de animales controles NOD-IFNy” se detect6
solo una expresion baja de CCL4 (Figura 30B). Bajos niveles de CCL20, Unica
quimiocina asociada al receptor CCR6, también fueron revelados en las préstatas de
animales controles de la cepa NOD (Figura 30C).
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Fig. 30. Expresién proteica relativa de quimiocinas en extractos completos de prostatas
provenientes de ratones controles NOD y NOD-IFNy™. (A) Quimiocinas asociadas al receptor CXCR3.
(B) Quimiocinas asociadas al receptor CCR5. (C) Quimiocina asociada a CCR6. La expresion relativa de las
quimiocinas fue medida y analizada en las glandulas prostéticas de animales controles NOD y NOD-IFNy™ a
través de la utilizacion de un array proteico.
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Estos resultados indicaron que las quimiocinas CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL11,
CCL20 y CCL3 se expresaban de manera constitutiva en el tejido prostatico normal de
ratones de la cepa NOD, mientras que en prostata de ratones controles NOD-IFNy"' habia
una expresién basal mucho menor de estas quimiocinas, sélo encontrandose una expresion
moderada de CCL4 (Figura 30). Muchas quimiocinas no fueron detectadas en los tejidos
prostaticos de las dos cepas como CCL22, CCL21, CCL25, CXCL13, CXCL15, CCL12,
CXCL19 entre otras; mientras que CXCL2 y CCL2 fueron expresadas en prostatas de las
dos cepas (datos no mostrados).

Por otro lado, también se evaluaron las cantidades relativas de citoquinas presentes
en las glandulas prostaticas normales NOD y NOD-IFNy"'. Como se puede ver en la
Figura 31, una leve expresion de IL-12p70 e IL-1a se observd en tejido prostatico de
ratones NOD y NOD-IFNy ™",
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Fig. 31. Expresion proteica relativa de citoquinas en extractos completos de prostatas
provenientes de ratones controles NOD y NOD-IFNy™. (A-B) Citoquinas expresadas en la glandula
prostatica. La expresion relativa de las citoquinas fue medida y analizada en las glandulas prostaticas de
animales controles NOD y NOD-IFNy”" a través de la utilizacién de un array proteico.
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Citoquinas como IFNy, IL-17A, IL-5, IL-6, IL-7, IL-2, IL-3, IL-10 y TNFa no
fueron detectadas en las glandulas prostaticas de ratones controles NOD y NOD-IFNy"'

mediante esta técnica.

I1. Expresién de quimiocinas en tejidos prostaticos de ratones NOD y NOD-IFNy"'

inmunizados con antigenos prostaticos emulsificados en adyuvante.

Cuando los tejidos prostéticos de los ratones inmunizados con antigenos prostéticos
y adyuvantes fueron analizados, se observd que CXCL9, CXCL10 y CXCL11 mostraron
un incremento marcado en ratones NOD del grupo PAg (Figura 32A). Todas las
quimiocinas asociadas al receptor CXCR3 se vieron aumentadas, aunque CXCL10 fue la
principal quimiocina incrementada en estos animales (méas de 15 veces) (Figura 32B). Por
otro lado, ratones de la cepa NOD-IFNy™ del Grupo PAg no evidenciaron incrementos en
las quimiocinas asociadas a CXCR3 (Figura 32A).
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Quimiocinas asociadas a CXCR3
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Fig. 32. Expresion proteica relativa de las quimiocinas asociadas al receptor CXCR3 en
extractos completos de prdstatas provenientes de Grupos Controles y Grupos PAg de ratones NOD y
NOD-IFNy™. (A) Expresion de CXCL9, CXCL10, CXCL11 en el tejido prostético. (B) indice que indica las
veces de incremento respecto a la expresion basal (Grupo control) de la misma cepa para cada quimiocina
asociada a CXCRS3. La expresion relativa de las quimiocinas fue medida en las glandulas prostaticas de los
Grupos Controles y PAg de ratones NOD y NOD-IFNy™" a través de la utilizacion de un array proteico. Los
datos se muestran como la media + S.D. Valores de **p<0,005; ***p<0,001 fueron considerados

estadisticamente significativos.

En relacion a la quimiocina CCL4, se observaron niveles similares en ratones NOD
controles e inmunizados, mientras que los valores de CCL5 y CCL3 incrementaron 6 y 3
veces respectivamente en ratones NOD del grupo PAg (Figura 33). Estas 3 quimiocinas no
revelaron aumentos significativos en ratones NOD-IFNy"' del grupo PAg cuando se

compardé con los valores hallados en ratones controles de la misma cepa (Figura 33B).
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Quimiocinas asociadas al receptor CCR5
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Fig. 33. Expresidon proteica relativa de las quimiocinas asociadas al receptor CCR5 en
extractos completos de prostatas provenientes de Grupos Controles y Grupos PAg de ratones NOD y
NOD-IFNy™. (A) Expresion de CCL3, CCL4, CCLS5 en el tejido prostatico. (B) indice que indica las veces
de incremento respecto a la expresion basal (Grupo control) de la misma cepa para cada quimiocina asociada
a CCR5. La expresion relativa de las quimiocinas fue medida en las glandulas prostaticas de los Grupos
Controles y PAg de ratones NOD y NOD-IFNy™ a través de la utilizacion de un array proteico. Los datos se

muestran como la media
significativos.

+ S.D. Valores de **p<0,005; ***p<0,001 fueron considerados estadisticamente
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En relacion a la quimiocina CCL20, se encontr6 un leve aumento en prostatas de
ratones NOD vy NOD-IFNy"' de los Grupos PAg (3,7 y 2 veces de incremento

respectivamente) (Figura 34).
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Fig. 34. Expresion proteica relativa de la quimiocina asociada al receptor CCR6 en extractos
completos de prostatas provenientes de Grupos Controles y Grupos PAg de ratones NOD y NOD-
IFNy™”. (A) Expresién de CCL20 en el tejido prostatico. (B) indice que indica las veces de incremento
respecto a la expresion basal (Grupo control) de la misma cepa para CCL20. La expresion relativa de CCL20
fue medida en las glandulas prostaticas de los Grupos Controles y PAg de ratones NOD y NOD-IFNy” a
través de la utilizaciéon de un array proteico. Los datos se muestran como la media = S.D. Valores de

***n<(0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.

Utilizando esta misma herramienta, se determind la expresién de citoquinas

inflamatorias en tejido prostatico. Se analiz6 la expresion las citoquinas IL-10, IL-17A,
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IFNy, IL-12p70, IL-10, IL-1B, TNFa y KC. Como se puede ver en la Figura 31 las

glandulas prostaticas de animales controles de ambas cepas mostraron niveles bajos de IL-

12p70. Tejidos prostdticos de animales del Grupo PAg NOD mostraron un gran

incremento en la expresion de IL-12p70, IFNy, IL-17A, IL-1a, IL-1B y KC comparados

con prostatas provenientes del Grupo control de animales NOD. Los tejidos prostaticos

provenientes del Grupo PAg de la cepa NOD-IFNy’ mostraron un incremento en la

expresion de IL-12p70 y KC, sin cambios significativos en IL-10 y TNFa (Figura 35).

A.
NOD-IFNy -
IL-10
NOD
NOD-IFNy -
IL-17A
NOD
NOD-IFNy -
IFNy
NOD
NOD-IFNy /-
IL-12p70
NOD
B.
NOD-IFN+ -/ ‘
KC
NOD ‘
NOD-IFN+y ‘
TNFa
NOD ‘
NOD-IFN~ ‘
IL-1p
NOD ‘
NOD-IFN+ -/ ‘
IL-1a
NOD ‘

Grupo Cnntrul

Grupo Control

Grupo Control

Grupo Control

Grupe Control

Grupo Control

Grupe Centrol

Grupo Control

Grupe PAg 4
Grupo Control

Grupo PAg
Grupo Control

Grupo PAg &
Grupo Control
Grupo PAg
Grupo Control )
Grupo PAg
Grupo Control

Grupo PAg
Grupo Control

k¥

Grupo PAg €
Grupo Control

EEE

*
|

Grupo PAg
Grupo Control I : : . . . T l T T T

0.0 0.5 1.0 1.5

Expresion relativa de proteinas/ 300ug de tejido total

Grupo PAg

Grupo PAg

Grupo PAg

Grupo PAg

Grupo PAg

Grupo PAg

Grupo PAg E

Grupo PAg

0.5
Expresion relativa de proteinas/ 300ug de tejido total

1.5

93

Maria Laura Breser



Capitulo 111 Resultados Parte 1V

N
ol
1
=
g

*kk

|_|

= N
o o
1 1
(o]
1

=
o
1
*
*
*

*k

-

Veces de incremento
(Grupo PAg /Grupo Control)
~
)

Veces de incremento
(Grupo PAg /Grupo Control)

o
1
N
h

AL

[a)
o
z

D

NOD
NOD
NOD
NO

NOD
NOD
NOD

NOD-IFNy”"
NOD-IFNy ™"
NOD-IFNy”"
NOD-IFNy
NOD-IFNy
NOD-IFNy™

I
I
5 —
]

N

[

IL-12p70 IFNy IL-17A IL-10 IL-1a IL-1B TNFo KC

Fig. 35. Expresion proteica relativa de citoquinas en extractos completos de prostatas
provenientes de Grupos Controles y Grupos PAg de ratones NOD y NOD-IFNy™. (A) Expresion de IL-
12p70, IFNy, IL-17A e IL-10 en el tejido prostatico. (B) Expresion de IL-1a, IL-1B, TNFa y KC en el tejido
prostatico. (C) Indice que indica las veces de incremento respecto a la expresion basal (Grupo control) de la
misma cepa para las las citoquinas IL-12p70, IFNy, IL-17A e IL-10. (D) indice que indica las veces de
incremento respecto a la expresién basal (Grupo control) de la misma cepa para las citoquinas IL-1a, IL-1p,
TNFa y KC. La expresion relativa de las citoquinas fue medida en las glandulas prostaticas de los Grupos
Controles y PAg de ratones NOD y NOD-IFNy™ a través de la utilizacion de un array proteico. Los datos se
muestran como la media + S.D. Valores de *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 fueron considerados
estadisticamente significativos.

La citoquina que mayor aumento reportd en el tejido prostatico de los ratones NOD
del Grupo PAg con respecto a los animales controles fue el IFNy (~17 veces de
incremento) (Figura 35C). En base a los resultados expuestos, se podria especular que los
tejidos prostaticos de ratones NOD controles al expresar ciertas citoquinas y quimiocinas
de manera constitutiva tendrian un microambiente particular que facilitaria el
reclutamiento de células del sistema inmune hacia la glandula prostética. Reportes previos
de nuestro grupo de trabajo, indican que ratones machos de la cepa NOD desarrollan
prostatitis espontanea con la edad, la cual podria estar favorecida por este microambiente
rico en quimiocinas.

Se demostro que LT especificos para antigenos prostaticos que expresan CXCR3 y
CCR5 son capaces de alcanzar la glandula prostatica. La expresion basal de ciertas
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citoquinas y quimiocinas asociadas a estos receptores en tejido prostatico podria estar
asociada con la capacidad de los LT especificos de migrar hacia la glandula prostatica. Se
podria postular que una vez que las células T CXCR3"CCRS5" llegan al tejido siguiendo un
gradiente de quimiocinas especificas y al tener especificidad para antigenos expresados en
prostata, podrian activarse liberando citoquinas asociadas a su fenotipo, las cuales podrian
inducir un mayor incremento en la produccién de quimiocinas y éstas aumentar el
reclutamiento y la llegada de mas células inmunes al tejido prostatico, amplificando asi el

proceso inflamatorio.
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Rol de los receptores CXCR3 y CCR5 en la migracién de LT especificos

al tejido prostético.

Los resultados obtenidos hasta este momento nos permitieron establecer una
relacion entre la expresion de los receptores CXCR3 y CCR5 vy la capacidad de LT
especificos de migrar e infiltrar la glandula prostatica. Realizando experimentos de
transferencia de LT a ratones NOD-SCID observamos que células CD3" de ratones NOD
estimuladas in vitro con el autoantigeno lograban infiltrar préstata de los ratones NOD-
SCID. Un dato muy interesante fue el obtenido en experimentos de estimulacion de
células CD3" de ratones NOD-IFNy™ con autoantigeno + rIFNy, ya que se observé un
aumento en la expresion de CXCR3 y CCR5 asociado con la capacidad de estas células
de migrar e infiltrar la prostata en experimentos de transferencia adoptiva. Estos datos
nos permitieron relacionar la expresion de los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5
con la capacidad de LT de infiltrar tejido prostatico. Sin embargo, al transferir células
CD3" purificadas que no expresaban en su totalidad estos receptores, existia la
posibilidad de que la expresion de los mismos no fuera completamente necesaria o que la
expresion de otros receptores no evaluados estuviera implicada.

Para avanzar en el estudio del rol preciso de los receptores CXCR3 y CCR5 en
PAE disefiamos experimentos en los que se purificaron LT que expresaban o no estos
receptores y por transferencia adoptiva se evalud la capacidad de migrar e infiltrar
prostata de las poblaciones purificadas. Al mismo tiempo se realizaron experimentos en
los que se utilizé un antagonista mimético para bloquear funcionalmente estos receptores

y se evalud el efecto de este tratamiento en PAE.

I. Capacidad de LT CXCR3"y CCR5" purificados de infiltrar tejido prostatico de
ratones receptores NOD-SCID.

Para evaluar la capacidad de poblaciones CXCR3" de infiltrar tejido prostatico, se
realizaron experimentos similares a los descriptos anteriormente. En resumen, ratones

NOD fueron inmunizados de acuerdo al protocolo descripto, sacrificados en el dia 24 y

Maria Laura Breser 97



Capitulo 111 Resultados Parte V

luego de realizar los cultivos de estimulacion de células de Bz con el autoantigeno, las
celulas fueron tefiidas para CD3, CXCR3 vy purificadas mediante cell sorting. Se
obtuvieron las siguientes poblaciones celulares: células T CD3" totales, células T
CD3"CXCR3"y células T CD3*CXCR3". Siguiendo protocolos anteriores, 1x10° células
CD3" totales, 1x10° células CD3"CXCR3 0 3,5 x10° CD3"CXCR3" fueron transferidos
a 3 grupos experimentales de ratones NOD-SCID. A los 30 dias post transferencia se
analizé la capacidad de las tres poblaciones purificadas de infiltrar tejido prostatico de los

animales receptores (Figura 36).

Esquema experimental: Transferencias adoptivas de poblaciones de LT.
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Fig 36. Esquema experimental utilizado para evaluar la capacidad de infiltrar préstata de
poblaciones de LT CXCR3" y CXCR3". Células mononucleares esplénicas provenientes del Grupo PAg
de ratones NOD fueron reestimuladas in vitro en presencia de PSBP durante 72hs. Luego de los cultivos los
LT fueron purificados en base a la expresion de marcadores de superficie en 3 grupos: LT CD3" totales, LT
CD3'CXCR3" y LT CD3'CXCR3". Los 3 grupos de LT fueron transferidos adoptivamente a ratones
receptores NOD-SCID y luego de 30 dias de realizadas las transferencias las glandulas prostaticas fueron
extraidas para analizar la cantidad de leucocitos infiltrantes.

A los 30 dias luego de las transferencias adoptivas, se analiz6 la presencia de
celulas infiltrantes en prostata de los ratones receptores NOD-SCID. Un elevado nimero
de células CD3" fue encontrada en el infiltrando las glandulas de los receptores NOD-
SCID que habian sido transferidos con LT CD3" totales y LT CD3"CXCR3". Los
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animales NOD-SCID receptores de LT CD3*CXCR3™ mostraron una escasa presencia de

células CD3" en glandulas prostaticas (Figura 37).
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Fig. 37. Anélisis del infiltrado leucocitario en la glandula prostatica de los animales
receptores. Células mononucleares esplénicas provenientes del Grupo PAg de ratones NOD fueron
reestimuladas in vitro en presencia de PSBP por 72h. Luego de los cultivos los LT fueron purificados en
base a la expresion de marcadores de superficie en 3 grupos: LT CD3" totales, LT CD3'CXCR3" y LT
CD3'CXCR3". Los 3 grupos de LT fueron transferidos de manera adoptiva a ratones receptores NOD-
SCID y luego de 30 dias las glandulas prostaticas fueron extraidas para ser analizadas. EI nimero absoluto
de las diferentes subpoblaciones de células inmunes CD45, CD3 y CD11b infiltrando las glandulas
prostaticas de los animales receptores de cada grupo fueron analizadas. Los datos se muestran como media
+ S.D., n=3 por grupo, representativo de 2 experimentos. Valores de *p<0,05; **p<0,005 fueron
considerados estadisticamente significativos.

La presencia de células CD3" en prdstata se acompaiié de un importante nimero
de leucocitos CD45" y CD11b" en ratones SCID-NOD receptores de células
CD3"CXCR3" (Figura 37). Estos datos demostraron que las células T CXCR3" posefan

una mayor capacidad de infiltrar préstata y que la llegada de estos linfocitos T indujo
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posteriormente el reclutamiento al tejido blanco de otras células CD3CD45"

provenientes del huésped (Figura 37).

Il. Efecto de la administracion in vivo de un antagonista mimético de CXCR3 y
CCR5 (TAK-779) sobre la capacidad de LT de infiltrar la glandula prostatica.

Se ha reportado que el antagonista mimético no peptidico TAK-779 tiene una alta
afinidad por los receptores CXCR3 y CCR5, lo que le confiere la capacidad de unirse de
manera irreversible y bloquear la actividad de estos receptores sin afectar la
funcionalidad de las células que los expresan (Ni J., 2009). Para evaluar el efecto del
bloqueo funcional de los receptores CXCR3 y CCR5 en nuestro modelo, se realizaron
experimentos de transferencia adoptiva siguiendo protocolos descriptos previamente y al
dia siguiente de la transferencia los ratones receptores fueron inyectados cada 48 hs por
via i.p. con PBS (Grupo control) o con TAK-779 (Grupo TAK-779) (Figura 38). Los
ratones receptores NOD-SCID fueron sacrificados en el dia 30 y se evalu6 la presencia de

LT CD3" en glandulas prostaticas.

Esquema experimental: tratamiento in vivo con TAK-779

LT CD3* fueron transferidos
adoptivamente a ratones

Células mon_onuc\eares receptores NOD-SCID
fueron re-estimuladas in B
Grupo PA vitro con PSBP e “/?x\\ Dia30
N =
Ratones '/_?\ pe Linfocitos T CD3* / w &K T T T T T T TVIhiIuII T T T T T T
NOD Q7 —HrE ) fueron purificados - (PBS)
A R RN R R}

(150 pg/dia)
Evaluacionde la
presenciade LT CD3*en
el tejido prostatico y
pancreatico.

Fig. 38. Modelo experimental correspondiente al tratamiento in vivo con TAK-779, un
inhibidor mimético de los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5. Células mononucleares
provenientes del Grupo PAg de animales NOD fueron reestimulados in vitro en presencia de PSBP durante
72 hs. Los LT CD3" fueron purificados y 1x10° LT fueron transferidos a ratones receptores NOD-SCID.
Los ratones receptores fueron inyectados cada 48 hs. con PBS (vehiculo) o con TAK-779 (150 pg/
raton/dosis) por via i.p. La presencia de LT dentro de las gldndulas prostatica y pancredtica de los ratones
NOD-SCID fue evaluada a los 30 dias luego de realizadas las transferencias.
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Al analizar la presencia de LTCD3" en prdstata de ratones NOD-SCID tratados
con vehiculo se observo una infiltracion importante de la glandula prostéatica compuesta
por LT CD3" y también por células inmunes CD45"CD3" (Figura 39). Los ratones NOD-
SCID tratados con el antagonista TAK-779 mostraron valores significativamente menores
de LT CD3" y de células CD45'CD3" en las glandulas prostéticas, en comparacion con
hallados en los animales tratados con el vehiculo (Figura 39). Estos resultados
demuestran que el bloqueo in vivo de los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5
inhibid la llegada de LT especificos a la glandula prostatica de los animales receptores.
Es posible que la menor cantidad de LT CD3" en el tejido prostatico tenga también
efectos reduciendo significativamente el reclutamiento de leucocitos CD45'CD3
provenientes del huésped NOD-SCID (Figura 39).

sCID NOD — SCID NOD —+ SCID
+ Vehiculo + TAK-779

1071 0,01 11123 6,49 1,97 1,23

E
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B C.
Células infiltrantes de prdstata Células infiltrantes de pancreas
801 801
o Ak o
2. 60 2. 60
g2 g2
S D S 9
5 E Kk 5 E
0w o 0w o
GRS GRs
o % 40 o % 40
oS oS
E D E o
I O S o
% - %
< 201 I \ < 201
x X
— 3 -
o |J-| | = o4
SIE L IE LI S T T
@ «¥ KONPN @ ¥ @ < @ ¥ @ ¥
3" & & &7 & &7 3" & & &7 & &7
[oUloY & & & [oUiloY & & &
CD45 CcD3 CD11b CD45 CD3 CD11b

Fig. 39. Tratamiento con un antagonista del receptor CXCR3 y CCR5 bloquea la migracion
de las células T especificas a la glandula prostatica. Células mononucleares esplénicas provenientes del
Grupo PAg de ratones NOD fueron amplificadas in vitro en presencia de PSBP. Se purificaron los LT
CD3" y fueron transferidos a ratones receptores SCID-NOD los cuales se inyectaron con PBS (vehiculo) o
TAK-779. (A) Citometria de flujo donde se muestran los leucocitos infiltrantes dentro de la glandula
prostatica 30 dias post transferencia adoptiva. (B-C) El nimero absoluto de células CD45*, CD3" y CD11b"
en la glandula prostatica y pancredtica fue analizado. Los datos se muestran como media + S.D., n=3 por
grupo, representativo de 2 experimentos. Valores de **p<0,005 fueron considerados estadisticamente
significativos.

Para evaluar si la migracion e infiltracién prostatica era especifica de tejido, se
analizaron ademas la presencia de LT CD3" en tejidos como péancreas, higado y cerebro.
No se detecto la presencia de células CD3" en cerebro, higado (datos no mostrado) o la
glandula pancreética de los ratones receptores de las células T CD3" (Figura 39C). Cabe
remarcar que la cantidad de células CD45" y CD3" en estos tejidos extra prostaticos no
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fue diferente a la encontrada en los animales receptores NOD-SCID sin transferencia de
células CD3".

En base a los resultados expuestos, se pudo establecer que la expresion de los
receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5 tiene un rol fundamental en el proceso de
migracién/infiltracion tisular de LT especificos para antigenos prostaticos. A lo largo de
los experimentos se pudo comprobar la importancia que tiene el IFNy en el modelo de
PAE. Nuestros resultados demuestran que esta citoquina también tendria un rol
importante en la induccion de los receptores de quimiocinas asociados al perfil Th1/Tcl.
Hemos demostrado que no es necesario que los LT especificos secreten esta citoquina
para poder alcanzar la glandula prostatica, pero si es importante que los LT especificos
expresen receptores de quimiocinas asociados al perfil Thl/Tcl. Una vez que los LT
especificos tienen la habilidad de acceder a la glandula prostética, la presencia del
autoantigeno expresado en el tejido podria favorecer la permanencia y/o proliferacion de
las mismas, comenzando un proceso inflamatorio con la secrecion de citoquinas y la
induccién de quimiocinas que favoreceria el reclutamiento de mas células inmunes y la

amplificacién del proceso inflamatorio que conllevan al dafio del tejido blanco.
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En la presente tesis doctoral se ha trabajado con un modelo de autoinmunidad que
tiene como 6rgano blanco al tejido prostatico, modelo que es considerado valido para el
estudio de la enfermedad humana CP/CPPS. A lo largo del trabajo de tesis se han analizado
los perfiles de activacion de los linfocitos especificos que se inducen luego de la
inmunizacion con antigenos prostaticos a ratones de diferentes cepas. Se estudiaron cepas
con distinta susceptibilidad a desarrollar PAE: las cepas NOD (alta susceptibilidad),
C57BI/6 (susceptibilidad media) y BALB/c (resistentes). A pesar que las tres cepas de
animales desarrollaron una respuesta inmune celular especifica hacia antigenos prostaticos
luego de la inmunizacidn, la lesion del érgano blanco se observd principalmente en la cepa
NOD y también aunque en menor medida en la cepa C57BI/6. Estos resultados nos llevaron
a plantearnos una primera hipdtesis que estuvo dirigida en buscar los mecanismos
inmunoldgicos regulatorios que podrian estar involucrados en las cepas de animales poco
susceptibles donde las células Treg y Trl podrian controlar a la activacion de las células T
especificas que pudieran haber escapado a los mecanismos de tolerancia central. Nuestra
hipdtesis también planteaba la posibilidad que en las cepas susceptibles, la deficiencia en
los mecanismos de control permitiria una gran expansion de poblaciones patogénicas
especificas para antigenos prostaticos, o quizas que las diferencias no s6lo se podrian deber
a deficiencias en la regulacién sino a que también se podrian inducir diferentes perfiles de
activacion.

Nuestros resultados indican que luego de la induccion de PAE en las diferentes
cepas en estudio, no se encontraron diferencias significativas en el nimero absoluto de
células Treg presentes en los 6rganos linfaticos secundarios. Se observd un mayor
porcentaje de Treg en la cepa resistente que no se tradujo en diferencias en valores
absolutos de esta poblacién. En base a los resultados obtenidos en nuestro modelo
experimental, el numero de células Treg presentes en Bz y GLp no se podria asociar a
susceptibilidad y/o resistencia al desarrollo de PAE. Sin embargo, en nuestros experimentos
no se evalud funcionalidad de Treg, sélo se evalud el nimero absoluto y la frecuencia de
las mismas.

Al respecto varios grupos de investigacion han asociado la susceptibilidad al

desarrollo de enfermedades autoinmunes con deficiencias en el nUmero o funcionalidad de
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células Treg (Alard P., 2006; Wu A.J., 2002). Nuestros resultados concuerdan con los
hallados obtenidos por otros grupos de investigadores quienes no encontraron diferencias
en la frecuencia de estas células entre las cepas con diferente susceptibilidad al desarrollo
de enfermedades autoinmunes (Mellanby R.J., 2007; Thomas D.C., 2007(a); Thomas D.C.,
2007(b); D’alise A.M., 2008). Es posible que las diferencias entre estos grupos se hayan
debido a la utilizacién de distintos marcadores y/o reactivos para identificar o definir las
poblaciones de células Treg (CD4'CD25" o CD4'Foxp3"). Con el fin de evitar
discrepancias por el uso de diferentes marcadores, recientemente los cientificos mas
reconocidos en el area de las células Treg se han reunido para consensuar ciertas
recomendaciones a tener en cuenta para la clasificacion y la nomenclatura de estas células
(Abbas A.K., 2013). Ademas y como se comentd anteriormente, al evaluar la cantidad de
Treg mediante marcaciones CD4*CD25" o CD4*Foxp3* no es posible distinguir si se trata
de Treg generadas en el timo (tTreg) o inducidas en la periferia (pTreg) (Josefowicz S.Z.,
2012; Abbas A.K., 2013). Una posibilidad también podria ser que en las cepas con mayor
susceptibilidad a desarrollar enfermedades autoinmunes exista un defecto en la seleccién
timica de Treg. Recientemente se ha propuesto al marcador Neurofilina-1 para distinguir
tTreg pero este marcador no ha sido analizado en los estudios citados (Weiss J.M., 2012).
En reportes recientes se ha demostrado que ratones de cepas propensas al desarrollo de
enfermedades autoinmunes no tienen una seleccion deficiente de células Treg, ni una
menor frecuencia de éstas en periferia (D’alise A.M., 2008; Thomas D.C., 2007(a); Thomas
D.C., 2007(b); Tang Q., 2008; Monteiro J.P., 2008).

En la presente tesis, ademas de evaluar las cantidades de Treg en las distintas cepas,
se han estudiado los niveles de LT efectores CD44"CD62L". Las cepas susceptibles al dafio
prostadtico mostraron un incremento significativo en el ndimero de LT efectores
principalmente en los GLp. Se demostré una fuerte correlacion entre la cantidad de LT
efectores y la susceptibilidad al desarrollo de PAE. La relacion de celulas Treg/Tef
demostrd una asociacion inversa con la susceptibilidad a desarrollar PAE. En base a estos
resultados se podria especular que para determinar la susceptibilidad/resistencia no solo es
importante la cantidad de celulas Treg, sino que también se debe tener en cuenta la cantidad
de LT efectores y el balance relativo que existe entre estas poblaciones en los drganos

linfaticos secundarios, principalmente en los GLp. Se observaron mayores relaciones
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Treg/Tef en ratones de la cepa resistente BALB/c y relaciones mucho menores en ratones
de la cepa NOD. Algunos autores han postulado que el balance entre las células efectoras y
células regulatorias es fundamental para que un individuo desarrolle o no una enfermedad
autoinmune (Monteriro J.P., 2008; Thomas D.C., 2007; Long S.A., 2011; Alard P., 2006;
Feuerer M., 2007; Dejaco C., 2006; Ziegler S.F., 2006). Algunos autores han indicado que
deben existir determinados umbrales de células patogénicas y regulatorias para que las
células autoreactivas logren infiltrar y producir dafio en el tejido blanco.

La menor relacion Treg/Tef observada en los animales de las cepas susceptibles
(con mayores cantidades de Tef y cantidades similares de Treg), también podria deberse a
que las células Tef de animales susceptibles fueron menos sensibles a la supresion ejercida
por Treg 0 a que necesitaban mas requerimientos para poder ser moduladas (D’alise A.M.,
2008). Estudios realizados en ratones de la cepa NOD comparados con la cepa de
referencia C57BI/6, demostraron que los ratones NOD no poseen un defecto primario en el
numero de las células Treg en organos linfoides. En experimentos de funcionalidad se
observo que las células Treg de ratones NOD suprimen con igual eficiencia que las de
ratones C57BI/6. Sin embargo se observo que los linfocitos Tef de ratones NOD no podian
ser controlados de manera eficiente por las células Treg y tenian una mayor respuesta a la
estimulacion in vitro frente a activadores policlonales o autoantigenos. Algunos autores han
postulado que la mayor susceptibilidad de los ratones NOD era debida en mayor medida a
la incapacidad de los linfocitos Tef de ser regulados, que a defectos en la funcionalidad de
las celulas Treg (D’alise A.M., 2008). En nuestros experimentos solo fueron evaluadas las
cantidades de células efectoras y regulatorias, no se realizd un andlisis de funcionalidad de
células Treg en las distintas cepas, por lo que no podemos concluir que lo mismo esté
ocurriendo en nuestro caso. Sin embargo, en los experimentos de eliminacion transitoria de
células Treg mediante la administracion de un anticuerpo monoclonal, se observo que la
falta de Treg en el momento de induccién de la respuesta contra antigenos prostaticos
favorecio en todas las cepas (aun en la resistente) un incremento significativo en los niveles
de linfocitos Tef y una disminucién en las relaciones Treg/Tef. EI mayor efecto de este
tratamiento fue encontrado en la cepa resistente. Estos resultados nos permiten especular
que en la cepa resistente BALB/c, a pesar que luego de la inmunizacion se generan LT

especificos, la tolerancia se mantiene y no se induce un dafio en el tejido prostatico. Sin
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embargo, si los niveles de Treg son disminuidos en el momento de la inmunizacion se logra
inducir una mayor frecuencia de celulas Tef que ya no pueden ser controladas y estas
células migran a prostata e inducen dafio. Este resultado apoya los postulados de los
investigadores que indican que existe un umbral en la relacion de Treg/Tef y cuando éste se
sobrepasa las células Tef pueden escapar al control. Es interesante también tener en cuenta
que la falta de Treg en el momento de la inmunizacion favorecio preferencialmente la
induccion de linfocitos especificos Thl y LTcl. Resultados previos de nuestro grupo y los
que se desprenden de esta tesis demuestran que este tipo celular seria el mas involucrado en
la patogenia de PAE (Motrich R.D., 2010).

En la presente tesis doctoral no s6lo analizamos las cantidades y frecuencias de LT
efectores que se inducen, sino que también se examinaron los perfiles de activacion que
eran predominantes en cada cepa. Las cepas susceptibles mostraron un perfil de activacién
especifica desviado hacia Th1/Tcly en menor medida Th17/Tcl7, mientras que mantenian
una baja frecuencia de células Trl y Treg luego de la reestimulacion con el autoantigeno.
La cepa resistente se asocié a un perfil de respuesta Th17, ademas de una mayor frecuencia
de células Trl y Treg en comparacion con las cepas susceptibles. Se analiz6 también que
ocurria en ratones NOD-IFNy™”, observandose que los mismos inducian un perfil de
respuesta Th1l7 y eran resistentes a PAE (similar a lo encontrado en la cepa BALB/c).
Como previamente fue analizado, la eliminacion de células Treg en la fase inductora de las
tres cepas (NOD, C57BI/6 y BALBI/c) se asocio con un incremento en el desvio de la
respuesta inmune hacia el perfil de activacion Thl, con una mayor frecuencia de células
productoras de IFNy en comparacion con la misma cepa de ratones en el que las células
Treg no fueron eliminadas. De manera que el desvio de la respuesta inmune hacia un perfil
Th1, se correlaciond directamente con una mayor infiltracion y dafio tisular. Cabe destacar
que la resistencia a PAE de ratones de la cepa NOD-IFNy™ en los que el perfil Th1/Tcl no
pudo ser inducido apoya estos resultados. Nuestros datos indican que independientemente
de la base genética, el repertorio inmunolégico y/o la predisposicion genética al desarrollo
de enfermedades autoinmunes, la activacion de LT efectores especificos con un perfil Thl
se asocia con un mayor infiltrado leucocitario en el tejido prostatico, mayor dafio tisular y
una mayor susceptibilidad a desarrollar PAE. Los resultados obtenidos en esta tesis

sugieren que las células Treg podrian controlar principalmente la induccion del perfil de
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activacion Thl en nuestro modelo, ya que otros perfiles como Thl7, Th2 y Trl no se
vieron significativamente afectados por la eliminacion transitoria de Treg en el momento
de induccion de la respuesta autoinmune.

Utilizando ratones NOD-IFNy"‘ se obtuvieron interesantes resultados, ya que luego
de la eliminacion transitoria de células Treg en esta cepa se observd un incremento
significativo en la frecuencia de células especificas con un perfil Th17/Tc17, aunque estos
animales no desarrollaron infiltracion leucocitaria y/o dafio caracteristico en tejido
prostatico. Estos resultados demuestran que la presencia de una cantidad determinada de
células Treg no fue determinante para mantener la tolerancia hacia antigenos prostaticos
en ratones NOD-IFNy™", sino que lo fue la imposibilidad de generar un perfil de respuesta
especifica Th1/Tcl, perfil que en nuestro modelo tendria un rol patogénico.

Se ha reportado que la patogénesis de muchas enfermedades autoinmunes es
orquestada por diferentes perfiles de activacion de LT. En algunas enfermedades se ha
determinado que el perfil que estd asociado al reclutamiento de células y a la
inmunopatogénesis es principalmente el perfil Thl, mientras que en otras se ha
determinado que el perfil Th17 es el principalmente involucrado. Se ha descripto que la
deficiencia en la produccién de la citoquina IL-17A o la administracion de anticuerpos anti-
IL-17A, inhiben el desarrollo de EAE en ratones (Komiyama Y., 2006). El disefio
experimental de vacunas que inducen una respuesta humoral anti-IL-17A también ha
demostrado ser eficaz en prevenir el desarrollo clinico e histologico de EAE (Uyttenhove
C., 2006; Uyttenhove C., 2007). Por otro lado, el tratamiento con un antagonista de IL-23,
una citoquina esencial en el mantenimiento y estabilizacion del perfil de respuesta
Th17/Tcl7, se asocio a una reduccidn significativa en el desarrollo de EAE e inflamacién
en el SNC (Chen Y., 2006). Los infiltrados leucocitarios dentro del SNC de ratones
afectados con EAE o de pacientes con Esclerosis Multiple (EM), durante la fase tardia de la
enfermedad, presentan células con un perfil mixto Th17/Thl. En etapas avanzadas de la
patologia se ha encontrado la presencia de células Thl7 y Thl y se especula podria deberse
a una migracion tardia de LT con otros perfiles de activacion, luego de que la inflamacién
en SNC perturba la barrera hematoencefalica favoreciendo el ingreso de células inmunes
(Kebir H., 2007; Sallusto F., 2012). La importancia del perfil Th17 en el desarrollo de

EAE, se ha evidenciado con experimentos que demuestran que ratones deficientes en la
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produccion de IFNy y/o en la sefializacion a través del receptor de IFNy desarrollan una
respuesta inmune especifica Th17 y Tc17 dominante la cual en varios modelos de EAE ha
demostrado generar una patologia mas severa (Ferber 1.A., 1996; Harrington L.E., 2006).
Las células Th17 también estan implicadas en la patogénesis de otras enfermedades
autoinmunes como Artritis Reumatoide (AR), psoriasis, entre otras (Wilke C.M., 2011). A
pesar que ha sido demostrado que las células Th17 pueden ser importantes en el desarrollo
de enfermedades como EAE y AR, la funcion de las células Th1l7 en la patogénesis
asociada a otras enfermedades como la diabetes autoinmune, hepatitis autoinmune y
tiroiditis autoinmune continua siendo un tépico de amplio debate. Se ha demostrado que el
silenciamiento del gen de IL-17A en ratones de la cepa NOD genera una severidad reducida
de EAE, mientras que no se ve afectada la susceptibilidad al desarrollo de diabetes
autoinmune. Estos resultados sugieren que la funcién efectora de las células Th17 podria
tener un rol importante en patologias como la EAE y podria ser prescindible en la
patogénesis de otras como la diabetes autoinmune (Joseph J., 2012). En contraste con el
trabajo de Joseph y colaboradores, algunos resultados obtenidos en modelos de diabetes
sugieren un rol importante de las células Th17 en esta patologia (Emamaullee J.A., 2009).
Experimentos de transferencia adoptiva de LT especificos polarizados a un perfil Th17
demostraron que al igual que las células polarizadas a un perfil Thl, los LT Th17 son
capaces de infiltrar el pancreas y transferir diabetes autoinmune (Emamaullee J.A., 2009).
Sin embargo, grupos especializados en el tema han advertido posibles interpretaciones
erroneas de los resultados, ya que posteriormente se ha demostrado que los LTh17
especificos transferidos a ratones receptores son capaces de infiltrar pancreas solo después
de haber sido convertidos in vivo al perfil Thl (Martin-Orozco N., 2009; Bending D.,
2009). En los resultados presentados en esta tesis se han encontrado mayores frecuencias de
células con un perfil Th17/Tcl7 en las cepas resistentes BALB/c y NOD-IFNy™”,
descartando la posibilidad de que estas células tengan un perfil inmunomodulatorio
asociado a la coproduccion con IL-10 (McGeachy M.J., 2007). Estos resultados sugieren
que la funcion efectora Thl7/Tcl7 también seria prescindible en la patogénesis de
prostatitis autoinmune, aportando un resultado novedoso ya que no existen reportes previos

que hayan estudiado la implicancia de células Th17 especificas en el modelo estudiado.
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En nuestro modelo experimental como en el de diabetes, los resultados demuestran
que las celulas Thl tienen un rol crucial en la patogénesis. En el caso de diabetes
autoinmune, se ha demostrado que durante la fase de induccion el IFNy puede ser detectado
en el tejido y se incrementa durante la progresion de la enfermedad (Rabinovitch A., 1995).
El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-IFNy, ha demostrado reducir
significativamente no sélo la incidencia sino también la severidad de diabetes autoinmune
espontanea en ratones NOD (Debray-Sachs M., 1991). El hecho de que la induccion de LT
especificos Thl7 en ratones que poseen una base genética susceptible al desarrollo de
enfermedades autoinmunes, pero que son deficientes en la produccién de IFNy (NOD-
IFNy™) no desarrollen un infiltrado leucocitario caracteristico en la glandula prostatica, nos
permite sugerir que el IFNy es una citoquina fundamental en nuestro modelo experimental.
En base a esto se realizaron experimentos en los que ratones NOD-IFNy” inmunizados
fueron tratados con rIFNy in vivo durante la fase efectora de la respuesta inmune. Los
animales tratados desarrollaron una mayor infiltracion prostatica de LT y de leucocitos en
comparacion con los animales inyectados con el vehiculo. Estos resultados demostraron
que la administracion exogena de rIFNy, se asociaba con mayor infiltracion de LT y
favorecia el reclutamiento al tejido prostatico de otras células inmunes. Los resultados
fueron interesantes, ya que aunque los animales habian recibido IFNy sus LT no podian
producir esta citoquina y a pesar de ello habian podido infiltrar la glandula prostatica. Los
resultados de estos experimentos indicaron que el IFNy es una citoquina importante en el
control de la migracion de los LT hacia la glandula, demostrando que una vez que estos LT
lograban infiltrar el 6rgano, aunque ellos no pudieran producir dicha citoquina tenian la
capacidad de generar un ambiente inflamatorio e inducir el reclutamiento de otras células
inmunes al tejido. Estos resultados nos estimularon a estudiar moléculas que pudieran haber
sido inducidas con el tratamiento con IFNy que pudieran estar involucradas en la
recirculacion y trafico de los linfocitos a los tejidos periféricos.

Se ha demostrado que las condiciones presentes en el medio en donde las células se
activan y mantienen les confieren a estas la capacidad de adquirir ciertas propiedades que
las identifican. Algunas de estas propiedades son la expresion de determinados factores de
transcripcion, la secrecion de citoquinas particulares y también la expresion de receptores

que les permitan re-circular y acceder a determinados tejidos. Entre los receptores de re-
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circulacion se encuentran los receptores de quimiocinas, los que son utilizados por las
células inmunes para poder alcanzar los tejidos donde sus quimiocinas especificas estan
siendo expresadas. Como se indico anteriormente, se ha descripto que algunos receptores
de quimiocinas estan fuertemente ligados a los perfiles de activaciones de los LT (Sallusto
F., 2009). Como se detall6 previamente la expresion de los receptores de quimiocinas
CXCR3 y CCR5 esta principalmente asociada al perfil Thl (Groom J.R., 2011; Sallusto F.,
1998), y la expresion de los receptores CCR3, CCR4 y CCR8 esté asociada a linfocitos con
un perfil Th2 (Sallusto F., 1997 y 1998), mientras que los linfocitos Th1l7 expresan
preferencialmente el receptor CCR6 (Wang C., 2009; Reboldi A., 2009). Ademas existe
evidencia de que todos los fenotipos pueden expresar mas receptores de quimiocinas que
los que aqui se han descripto, o compartir algunos entre ellos (Chang H.K., 2009). Los LT
pueden también combinar la expresion de receptores de quimiocinas con moléculas de
adhesion como por ejemplo integrinas (a4p7, a4p1 entre otras) y /o selectinas (PSGL-1) lo
que les confiere mayores especificaciones de recirculacion (Sigmundsdottir H., 2008).

Se ha demostrado que la expresion del receptor de quimiocina CXCR3 es inducido
exclusivamente bajo sefiales que involucran la activacion del factor de transcripcion de T-
bet (Lord G.M., 2005; Beima K.M., 2006). Por su parte la induccion de la expresion del
factor T-bet en los LT es dependiente de la activacion de STAT1 el cual se activa a través
de la sefalizacion del receptor de IFNy (Afkarian M., 2002; Groom J.R., 2011(b)). Se ha
demostrado ademas que la expresion del receptor de quimiocina CCR5 esta asociado a la
activacion del factor de transcripcion STAT4, el cual es activado a través de la sefializacion
del receptor de 1L-12p70; sin embargo se ha comprobado que la sefializacion a traves del
receptor de IFNy es esencial para amplificar y estabilizar la induccion del receptor CCR5
de manera STAT4 dependiente a través de la induccién del receptor de IL-12p70 (lwasaki
M., 2001 (a); lwasaki M., 2001(b)).

En el presente trabajo de tesis se demostré que los LT especificos de las cepas de
ratones NOD y C57BL6 expresan principalmente los receptores asociados al perfil Thl
CXCR3 y CCR5, mientras que los LT especificos de las cepas de ratones BALB/c y NOD-
IFNy”" expresan principalmente el receptor CCR6 asociado al perfil Th17. Cabe remarcar
que no se detectaron niveles importantes de LT especificos que expresaran el receptor

CCR4 en ninguna de las cepas de ratones analizadas. Nuestros resultados demostraron que
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la expresion de receptores de quimiocinas en la superficie de los LT especificos se asocio
de manera directa con los perfiles de activacion que habian sido determinados previamente
y que indicaba la bibliografia (Groom J.R., 2011; Sallusto F., 1998; Sallusto F., 1997,
Wang C., 2009; Reboldi A., 2009). En los experimentos en los que se elimind de manera
transitoria a las células Treg se observd un incremento de la respuesta inmune especifica
con un perfil Thl, y este incremento también se vio asociado de manera directa con una
mayor expresion de los receptores CXCR3 y CCR5. Experimentos de transferencia
adoptiva de LT purificados provenientes de ratones NOD vy NOD-IFNy"' a ratones
receptores NOD-SCID demostraron que solo los linfocitos provenientes de ratones NOD
fueron capaces de infiltrar tejido prostatico, pudiéndose relacionar la expresion de los
receptores CXCR3 y CCR5 con la capacidad de alcanzar el tejido prostatico. Se observé
ademas que el tratamiento con rIFNy en los cultivos especificos de células de ratones NOD-
IFNy” inducia la expresion de los receptores CXCR3 y CCRS5 en la superficie de los LT.
Estos LT al ser transferidos de manera adoptiva, fueron capaces de infiltrar y reclutar
células inmunes a la glandula prostética a pesar de no poder producir y secretar IFNy.

En muchas de las enfermedades autoinmunes que estan asociadas con ciertos
perfiles de activacion, su patogénesis también han sido asociadas a la expresion de los
receptores de quimiocinas asociados a estos perfiles. En enfermedades como diabetes
autoinmune y hepatitis autoinmune, en las que el perfil Thl es predominante, se ha
demostrado que las primeras células que llegan al tejido blanco en la fase efectora expresan
los receptores CXCR3 y CCR5 (van Halteren A.G., 2005). Estos datos sugieren que el
reclutamiento de diferentes perfiles y receptores a los diferentes tejidos generarian de
alguna manera, una compartamentalizacion del reclutamiento de células inmunes.

Se ha demostrado que el perfil de activacion Thl con la consecuente expresion de
CXCR3 podria ser esencial para que los LT alcancen el tejido pancreatico. En base a esto,
muchos grupos de investigacion han disefiado estrategias para dilucidar este mecanismo. Se
ha descripto que los LT especificos con diferentes perfiles de activacion cuando eran
transferidos a ratones receptores, tenian que convertirse a un perfil de activacién Thl para
poder generar una infiltracion pancreatica e inducir diabetes (Martin-Orozco N., 2009;
Bending D., 2009). Los resultados expuestos por Wan y colaboradores demostraron que la

transferencia adoptiva de LT especificos con un perfil Thl con una baja expresion del
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receptor CXCR3 no tienen la capacidad funcional de transferir la patologia a ratones
receptores. En contraste, la transferencia adoptiva de LT especificos con un perfil Thl con
una alta expresion del receptor CXCR3 rapidamente fue capaz de inducir una infiltracién
caracteristica y desarrollar la patologia en los ratones receptores (Wan X., 2012). Otros
autores han demostrado que la transferencia adoptiva de LT especificos con los perfiles
Th1 o Th17 induce una infiltracion muy similar, a pesar de que la transferencia adoptiva de
LTh1 induce hiperglucemia a los 5 dias y la transferencia de LTh17 mantienen a los ratones
receptores normoglucemicos aun 21 dias después de la transferencia (Wan X., 2012). En
este modelo de diabetes, a diferencia de lo que ocurre en nuestro modelo, la ausencia de
IFNy genera una infiltracion sin desarrollo de la patologia, sugiriendo que la infiltracion de
la gldndula pancreética no esté asociada directamente con el desarrollo de diabetes. Por otro
lado estos mismos autores han demostrado que los LT especificos Th17 a los que se les
induce la expresion del receptor CXCR3 fueron capaces de inducir hiperglucemia en los
animales receptores en iguales condiciones que los LThl (Wan X., 2012). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en nuestro modelo y sugirieren que los receptores de
migracion y la especificidad de los LT podrian ser mas importantes en el desarrollo de
diabetes/prostatitis que el perfil de secrecion de citoquinas de éstos.

Por otro lado, se ha reportado que los LT efectores que expresan el receptor de
guimiocina CCR6 son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica con mayor
facilidad que otros perfiles de LT efectores (Reboldi A., 2009; Sallusto F., 2012). La
secrecion de IL-17A dentro del SNC aumenta la permeabilidad de la barrera posibilitando
el ingreso de un mayor numero de células inmunes (Kebir H., 2007). En modelos animales
de EAE se ha encontrado un incremento de LT efectores CCR6" ademas de un incremento
de su quimiocina especifica CCL20 dentro del SNC de ratones afectados (Liston A., 2009).
El grupo de trabajo de Liston y colaboradores han reportado que ratones deficientes en el
receptor CCR6 tienen una menor severidad e incidencia al desarrollo de EAE, que ratones
wt. En un modelo de EAE, la transferencia adoptiva de LT especificos a ratones receptores
transfiere una severa EAE, mientras ratones receptores de LT especificos CCR6” muestran
una disminucion significativa de la severidad y mortalidad de la patologia (Pétzl J., 2008;
Reboldi A., 2009). Por otro lado, la administracion de un anticuerpo anti-CCR®6 en la fase

inductora también demostrd tener un efecto protectivo, similar al obtenido con LT
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deficientes en el receptor CCR6 (Liston A., 2009). Cabe destacar que este tratamiento no
fue efectivo si la administracion se producia en la fase efectora, indicando la importancia
que tiene el eje de sefalizacion en la fase inductora de la patologia ya que el tratamiento
durante la fase efectora reporté muy pocos efectos benéficos comprobados debido a la
redundancia de sefiales (Liston A., 2009).

Las quimiocinas expresadas por los tejidos han sido implicadas en la regulacion del
trafico leucocitario a los mismos de una manera especifica de 6rgano. A pesar de que
muchas quimiocinas son expresadas de manera constitutiva en ciertos tejidos, muchas otras
pueden incrementarse o inducirse bajo sefiales determinadas por PAMPs, DAMPS,
citoquinas, entre otras sefiales. En los ultimos afios se ha avanzado de manera significativa
en la descripcién de las quimiocinas que son expresadas en los diferentes tejidos en
condiciones fisiologicas y frente a diferentes condiciones patoldgicas. Las quimiocinas
expresadas dentro de los tejidos favorecen la llegada de las células que expresen los
receptores especificos para éstas. Actualmente, la relacion que existe entre estas moléculas
guimioatractantes (expresadas en los tejidos) y sus receptores especificos (expresados en
las células inmunes) esta siendo ampliamente estudiada con el fin de elaborar nuevas
terapias que puedan ser dirigidas de manera organo-especificas (Sahin H., 2011; Okamoto
M., 2012; Fahham D., 2012; Karash A.R., 2011; Zhang Y., 2012). Se ha descripto que este
sistema es capaz de promover el reclutamiento de una gran variedad de células inmunes
(LT, LB, macrofagos/monocitos, CD, neutrofilos, entre otras) a todos los tejidos del
organismo. Este mecanismo de reclutamiento tiene una accion central en la patogénesis de
las enfermedades autoinmunes, no solo direccionando el trafico leucocitario a ciertos
tejidos, sino también orientando la ubicacién de los leucocitos dentro de los tejidos
afectados (Ward S.G., 2009; Bono M.R., 2007).

En un gran nimero de enfermedades autoinmunes, se han determinado que la
expresion de quimiocinas dentro de los tejidos afectados esta alterada. Tanto en las
enfermedades humanas como en modelos animales, se han encontrado elevadas cantidades
de determinadas quimiocinas dependiendo el tejido afectado. Pacientes que cursan con un
diagnostico reciente de diabetes, tienen un fuerte incremento de CXCL10 y CXCR3 en los
islotes lesionados de la glandula pancreatica (Roep, B.O., 2009; Uno S., 2010). Estos

resultados fueron corroborados en modelos animales donde no sélo se ha asociado el inicio
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de la diabetes con una incrementada expresion de CXCL10 y CCLJ5, sino también con un
influjo de células CXCR3 (Uno S., 2010). Por otro lado, ratones que tienen una
incrementada expresion de CXCL10 en las células p pancreaticas exhiben una infiltracion
espontanea de LT CD4 y CD8 de manera peri-insular e intrainsular, aunque no desarrollan
diabetes espontdneamente. Estos datos indicarian que CXCL10 induciria el reclutamiento
de células de manera CXCR3 dependiente, aunque el reclutamiento de células T activadas
(no especificas para antigenos pancreaticos) no es suficiente para inducir un proceso
autoinmune (Rhode A., 2005). Sin embargo si a estos ratones que tienen una expresion
pancreatica incrementada de CXCL10 se les transfieren ceélulas especificas, estos
desarrollan diabetes de manera acelerada y significativamente mayor que animales
controles que expresan niveles fisioldgicos de CXCL10 (Rhode A., 2005). Las quimiocinas
tienen funciones quimioatractantes importantes para atraer células inmunes, pero también
se sabe que tienen otras funciones en los tejidos donde son expresadas como por ejemplo
reducir la proliferacion de células B en el caso de CXCL10 y diabetes (Morimoto J., 2004).
Si bien una expresion alterada de quimiocinas puede no inducir directamente el desarrollo
de una enfermedad, podria favorecer directamente el reclutamiento de un gran nimero de
células a los tejidos.

En la AR, se ha visto que los liquidos sinoviales de pacientes con esta patologia
tienen una alta concentracion de CCL20, sobre todo en las etapas iniciales de la
enfermedad, lo que sugiere que esta quimiocina seria muy importante para el reclutamiento
celular inicial (Hirota K., 2007; van Humburg J.P., 2011). Por otro lado, existe evidencia de
que en la fase efectora de la patologia, tanto en ratones como en pacientes, la quimiocina
CXCL10 podria ser la responsable del mantenimiento inflamatorio (Jude C., 2013; Yoshida
S., 2012). Por otro lado, la sefializacion CCL20/CCR6 ha sido implicada en el
reclutamiento de LT al SNC e intestino en condiciones inflamatorias (Wang C., 2009;
Sallusto F., 2012). En el modelo inducido de EAE, la administracion en la fase inductora
de un fragmento de la quimiocina CCL20 (capaz de unirse al receptor CCR6 y bloquear su
capacidad de union a CCL20 enddgeno) no sélo reduce significativamente el desarrollo y la
incidencia de la patologia, sino que también reduce el infiltrado leucocitario capaz de llegar
al SNC y las lesiones en dentro del tejido (Sallusto F., 2012).
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Muchos resultados sugieren que la sefializacion utilizada por CXCL10/CXCR3
desempefia un papel muy importante en el reclutamiento de las células T a sitios inflamados
como ocurre en determinadas enfermedades infecciosas y autoinmunes, aunque también ha
sido reportado que esta sefializacion tendria un rol fundamental en los procesos de rechazo
a ciertos trasplantes (Liu M., 2011; Lee E.Y., 2009; Romagnani P., 2012). Este eje de
sefializacion CXCL10/CXCR3 que ha sido implicado en diferentes enfermedades
inflamatorias y/o autoinmunes como psoriasis, enfermedad de inflamacién intestinal, AR,
uveitis autoinmune y diabetes, hasta ahora nunca habia sido descripto en un modelo de
prostatitis (Groom J.R., 2011; Lacotte S., 2009; Lee E.Y., 2009).

No existen reportes concluyentes acerca de la expresion fisioldgica de quimiocinas
en las glandulas prostaticas y tampoco cuales estan involucradas en los procesos
inflamatorios y los procesos de reclutamiento de células inmunes a tejido prostatico.
Nuestros resultados demostraron que las glandulas prostaticas de ratones NOD expresaron
de manera fisioldgica una mayor cantidad de las quimiocinas asociadas a los receptores
CXCR3y CCR5 en comparacion con animales NOD-IFNy”". Estos resultados sugieren que
el tejido prostatico de ratones susceptibles tiene una mayor expresion basal de quimiocinas,
las cuales podrian estar implicadas en dirigir el trafico leucocitario inicial hacia la glandula.
Por otro lado, las glandulas prostaticas de los animales NOD autoinmunes incrementaron
significativamente la expresion de quimiocinas CXCL10, CXCL11, CXCL9, CCL5, CCL3
y CCL20. Aunque muchas quimiocinas se vieron incrementadas de manera significativa,
CXCL10 fue la principal quimiocina afectada. Los tejidos prostaticos provenientes del
Grupo PAg de ratones NOD-IFNy” no mostraron un incremento significativo en la
expresion de las quimiocinas asociadas a los receptores analizados como: CXCL10,
CXCL11, CXCL9, CCL5, CCL3 y CCL20. Nuestros resultados nos permiten concluir que
los tejidos prostaticos de ratones NOD en un estado fisiologico expresan ciertas citoquinas
y quimiocinas inflamatorias de manera constitutiva y que este microambiente particular
podria facilitar el reclutamiento de células del Sl hacia la glandula prostatica
independientemente de su especificidad. Por otro lado, los ratones NOD-IFNy”™ mostraron
una baja expresion de citoquinas y quimiocinas en el microambiente prostatico de manera
fisioldgica, sin generar una elevada expresion luego de las inmunizaciones. Los datos

obtenidos sugieren que estos niveles bajos en la expresion de citoquina y quimiocinas
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podrian estar implicados en la menor cantidad de leucocitos presentes en los tejidos
prostaticos de ratones de esta cepa. En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que
ratones machos de la cepa NOD desarrollan prostatitis de manera espontanea con el tiempo,
la cual podria estar favorecida por este microambiente rico en quimiocinas, el cual podria
actuar como iniciador del reclutamiento de células autoreactivas presentes en la periferia.
Los ratones NOD luego de la inmunizacion, generan LT especificos con un perfil
dominante Th1/Tcl que expresan los receptores de migracion necesarios para poder
acceder al tejido prostatico. La llegada de LT especificos podria inducir la activacion de
estos, desencadenando la liberacion de citoquinas e induccidon de una mayor cantidad de
quimiocinas que podrian amplificar el proceso inflamatorio. Por el contrario, ratones NOD-
IFNy"' luego de la inmunizacion, generan LT especificos con un perfil Th17/Tcl7
dominante, que expresan principalmente el receptor CCR®, el cual podria no ser suficiente
para acceder al tejido prostatico e inducir un proceso inflamatorio. La induccion de LT
especificos CCR6" en combinacion con una baja expresion de CCL20 y de otras
quimiocinas que podrian reclutar de manera indirecta, podrian ser los mecanismos por los
cuales estas células no son capaces de acceder al tejido prostatico en los tiempos
analizados. Aunque esto no excluye la posibilidad de que las células T especificas de estos
animales no puedan alcanzar el tejido especifico en escalas de tiempo maés largos, y/o que
inflamaciones transientes originadas por causas no relacionadas puedan generar un proceso
de reclutamiento en esta cepa.

Algunos reportes indican que el microambiente prostatico produce una gran
variedad de quimiocinas de manera activa como consecuencia de las perturbaciones en la
homeostasis del tejido normal (Macoska J.A., 2011). La glandula prostatica es un 6rgano
blanco de un variado numero de alteraciones entre las que se encuentran procesos como el
envejecimiento, la hiperplasia prostatica y procesos patologicos como la prostatitis y el
adenocarcinoma prostatico. Algunos estudios realizados en pacientes con CP/CPPS han
demostrado niveles elevados de un gran numero de quimiocinas en los fluidos seminales de
los mismos (Nadler R.B., 2000; Liu L., 2009). Las quimiocinas que se han descripto hasta
el momento en los fluidos seminales de pacientes con CP/CPPS son CXCL5 y CXCLS, las
cuales han demostrado tener un efecto quimioatractante y angiogénico (Nadler R.B., 2000;

Liu L., 2009). Otros autores han observado en un modelo murino de PAE una correlacion
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entre la clinica de dolor pélvico y las quimiocinas CCL2 y CCL3 (Desireddi N., 2008;
Quick M., 2012). Sin embargo muchas de estas quimiocinas que se incrementan
aproximadamente unas 3 veces en las etapas tempranas, no son mantenidas ni persisten
con el tiempo (Quick M., 2012). Recientes estudios han postulado que la citoquina
inflamatoria IL-8 (o su analogo en raton KC) podria ser un marcador de inflamacion
prostatica (Koumantakis E., 1998; Lotti F., 2013). La IL-8 es una citoquina inflamatoria
que tiene una importante funcion quimioactractante de neutrofilos y angiogénica. Se ha
observado que pacientes que estan cursando con un proceso de hiperplasia prostatica
benigna tienen elevados niveles de esta citoquina en los fluidos seminales, proponiendola
como un nuevo marcador predictivo de inflamaciones prostaticas (Penna G., 2007(b); Lotti
F., 2013). Sin embargo y a pesar del interés de algunos autores por postular la presencia de
esta citoquina en fluidos seminales como un posible marcador de inflamacién prostética,
hay que tener en cuenta que la secrecion de este marcador no solo se produce por
inflamacion prostatica, sino que la mayoria de los 6rganos del tracto genital masculino
inflamados la producen (vesiculas seminales, epididimo, uretra, entre otros), lo que la
convierte en un marcador poco especifico (Koumantakis E., 1998; Harvey H.A., 2002; Al-
Mously N., 2007). En relacidn a nuestros resultados, no se encontrd una correlacion entre la
secrecion de KC y la susceptibilidad a PAE, ya que ratones resistentes al desarrollo de PAE
como BALB/c y NOD-IFNy” presentaron niveles elevados de KC luego de la
inmunizacion aunque no generaban una infiltracién y lesién en dicha glandula. En este
trabajo de tesis se analizaron los niveles de expresion de diferentes quimiocinas asociadas a
los receptores CXCR3 y CCR5. No existen hasta el momento publicaciones que analicen
los niveles de las mismas en los tejidos prostaticos y/o en los fluidos seminales de pacientes
sanos y en pacientes con diagnostico de CP/CPPS; lo cual seria muy interesante de abordar
en futuros estudios.

El blogueo de quimiocinas o de sus receptores especificos con anticuerpos
monoclonales, moléculas peptidicas y no peptidicas son algunos disefios experimentales
gue se han ensayado en la busqueda de tratamientos en enfermedades autoinmunes. Se ha
demostrado que el bloqueo con un anticuerpo monoclonal anti-CXCL10 reduce la
incidencia de diabetes en un modelo de diabetes inducida por infeccion viral (Christen U.,

2003). Reportes recientes demuestran que el bloqueo de una sola quimiocina podria no ser
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completamente funcional, ya que el sistema quimiocina/receptor de quimiocina es muy
redundante (Coppieters K.T., 2013). Hay evidencias de que las terapias con anticuerpos
monoclonales anti-CXCL10 no serian las mas efectivas para reducir la severidad de
diabetes, a pesar de que esta quimiocina es una de las primeras en expresarse dentro del
tejido pancreatico. La principal discusion acerca de esta terapia se plantea en que la
administracion deberia ser muy cercana al tiempo en el cual se produce la injuria tisular. Se
especula que los modelos experimentales exitosos con este tratamiento son debido a que se
sabe con mucha certeza el momento en el cual se estd induciendo la lesion y se esta
produciendo la quimiocina de manera aguda. Algunos autores han demostrado que la
produccion de anticuerpos neutralizantes especificos para CXCL10, generados a traves de
una vacunacion con un plasmido que contiene la secuencia de CXCL10, suprime la
diabetes espontanea que se genera en ratones NOD (Shigihara T., 2005). En este trabajo, se
demuestra que la respuesta inmune en la periferia no se ve afectada y tampoco se reduce
significativamente la llegada de células al pancreas, ya que se genera una peri-insulinitis,
aunque sin desarrollar diabetes. Estos autores demuestran que el secuestro de CXCL10 en
el microambiente pancreético tiene un importante efecto sobre la proliferacion de las
células B pancreaticas (Shigihara T., 2005; Morimoto J., 2004). Sin embargo, terapias
basadas en la utilizacién de anticuerpos monoclonales anti-quimiocinas deberian ser
evaluadas con mayor rigurosidad, ya que debido a la gran redundancia de quimiocinas, el
bloqueo de una sola de ellas podria resultar ineficiente para eliminar el reclutamiento.

Se ha postulado que terapias que involucren el bloqueo de los receptores podrian
tener mayor efectividad clinica. En el presente trabajo de tesis solo la transferencia adoptiva
de LT CXCR3" se asocid con una infiltracion de la glandula prostatica y reclutamiento de
células inmunes al tejido. Para conocer la importancia de la expresion de este receptor, se
realizaron ademas experimentos de blogueo, ya que no se podia dilucidar si los LT
CXCR3" que llegaban a la glandula prostatica expresaban ademas otro receptor
involucrado en la capacidad migratoria que no estaba siendo tenido en cuenta. Ha sido
descripto que el antagonista mimético TAK-779 tiene la capacidad de unirse a los
receptores CCR5 y CXCR3 de manera irreversible, sin alterar la funcionalidad de las
células a las que se une (Ni J., 2009; Akashi S., 2005). El uso de este inhibidor demostro
que el blogueo de los receptores de quimiocinas CXCR3 y CCR5 generd una drastica
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disminucion en la llegada de LT y de leucocitos al tejido prostatico, demostrando asi el rol
fundamental que tiene en la expresion de estos receptores de quimiocinas y sus ligandos en
el trafico de células inmunes hacia el tejido blanco.

Este inhibidor fue creado para ser utilizado como bloqueante de CCR5, una
molécula utilizada como co-receptor en la entrada del virus de VIH en las células del SI
(LT CD4 y macréfagos) (Baba M., 1999). Este inhibidor ademas ha demostrado ser
efectivo en el bloqueo del receptor CXCR3 (Gao P., 2003). El antagonista TAK-779 ha
demostrado tener un efectivo rol no solo en otros modelos de enfermedades autoinmunes,
sino también en enfermedades inflamatorias severas y las fases agudas y cronicas de
rechazo en ciertos tipos de trasplantes (Ni J., 2009; Akashi S., 2005;Kakuta Y., 2012; Kishi
J., 2011).

El conocimiento acerca del eje de quimiocinas/receptores de quimiocinas
involucrados en la migracion linfocitaria hacia la glandula prostatica podria ser muy util
para el disefio de posibles nuevas estrategias terapeuticas en las que se busque como
objetivo atenuar el dafio e inflamacion prostatica generada por el proceso autoinmune.
Ademas, el avance en conocimiento en esta area podria tener implicancias muy importantes
para el desarrollo de nuevas terapias que involucren a otras afecciones de la glandula como
la hiperplasia prostatica benigna y el cancer de prostata.

En estudios realizados en biopsias de pacientes con cancer prostatico, se ha
observado que células epiteliales prostaticas transformadas de estos pacientes expresan el
receptor CXCR3 (Wu Q., 2012). De igual manera, lineas tumorales de células epiteliales
prostaticas humanas y de ratdn tienen elevada expresion de CXCR3 en la superficie y de
manera intracelular (Wu Q., 2012). Algunos autores han sugerido que la expresion de estos
receptores en las células tumorales tendria como objetivo la captacion directa de las
quimiocinas producidas en el tejido, con dicha captacion las células tumorales por un lado
evitarian la llegada de células inmunes al sitio e incrementarian su ciclo de proliferacion
(Wu Q., 2012; Zhang Y., 2012; Cambien B., 2011; Zhuo W., 2012; Domanska U.M.,
2012). Otros grupos de investigadores han sugerido que la captacion de estos ligandos
actuaria de manera directa e indirecta sobre las células epiteliales y tumorales favoreciendo
la proliferacion no controlada de las mismas (Romagnani P, 2001; Kouroumalis A, 2005).

La expresion de CXCR3 no sélo se ha observado en células tumorales prostaticas, sino
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también en otros tipos tumorales. Se ha asociado la expresion de CXCR3 a la progresion y
metastasis de cancer de mama, colon, osteosarcoma y melanoma en modelos murinos (Ma
X., 2009; Goldberg-Bittman L., 2004; Kawada K., 2004; Kawada K., 2007; Pradelli E.,
2009; Cambien B., 2009). Por otro lado, la inhibicion de CXCR3 y/o el silenciamiento del
gen que codifica para CXCR3 en las células tumorales inhibié la metastasis en modelos
murinos de cancer de mama, colon, osteosacarcoma y melanoma (Ma X., 2009; Kawada
K., 2007; Kawada K., 2004; Walser T.C., 2006; Pradelli E., 2009). Sin embargo en
modelos de metéastasis de cancer colonrectal a pulmén la administracion de un inhibidor de
CXCR3 no tuvo efecto (Cambien B., 2009). Algunos autores han postulado que la
expresion in vivo de CXCR3 en las células epiteliales podria promover el desarrollo
tumoral y la metéstasis de una manera selectiva de 6rgano (Wu Q., 2012; Cambien B.,
2009). Estos hallazgos advierten una situacién compleja respecto a CXCR3 y procesos
tumorales prostaticos ya que este receptor no sélo es expresado por células inmunes que
podrian tener un rol beneficioso en la respuesta antitumoral, sino también por las mismas
celulas tumorales.

En el caso de prostatitis autoinmune, la administracion de un bloqueante de CXCR3
tuvo un efecto benéfico en la prevencion de la llegada de células inmune patogénicas,
mientras que la eliminacion de Treg tuvo un efecto deletéreo ya que ratones susceptibles
desarrollaron una prostatitis mucho mas severa y ratones resistentes se transformaron en
susceptibles. Teniendo en cuenta estos resultados, otra posible estrategia terapéutica podria
involucrar la induccion de Treg que pudieran controlar el proceso autoinmune en proéstata.
En los ultimos afios se ha demostrado que las celulas Treg para poder realizar su funcion en
un tejido periférico necesitan compartir ciertas caracteristicas con las células efectoras que
generan la inflamacion. Se ha descripto que para que las células Treg puedan controlar a las
inflamaciones mediadas por LT efectores con un perfil Th1l necesitan inducir T-bet (aunque
sea de manera transitoria) y expresar CXCR3 (Koch M.A., 2009; Campbell D.J., 2011). De
la misma manera se ha demostrado que para que las células Treg cumplan su funcion
modulando a las inflamaciones mediadas por LTh17 es necesario que ellas expresen el
factor RoRyt y el receptor CCR6 (Lochner M., 2008; Chaudhry A., 2009). La induccion de
factores de transcripcion asociados al perfil de activacion inflamatorio Thl o Thl7

concomitantemente con Foxp3 es lo que se llama induccion de células Treg hibridas
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(Foxp3'Thet" o Foxp3'RoRyt"), las no pierden su funcion regulatoria (Josefowicz S.Z.,
2012). Se postula que la generacion de estas células Treg hibridas seria fundamental para
modular y suprimir las fases efectoras en las enfermedades autoinmunes. Los primeros
hallazgos relacionados a este conocimiento fueron obtenidos en ratones scurfy (deficientes
en el factor Foxp3). Estos animales tienen una activacion exacerbada del perfil Thl en la
periferia lo que genera lesion en varios tejidos como las glandulas pancreéticas, tiroideas,
prostatica, piel, higado, pulmon, testiculo, ovario, entre otros (Kim J.M., 2007; Suscovich
T.J., 2012). Se ha observado que la inflamacion de estos animales es revertida por la
transferencia adoptiva de células Treg provenientes de animales normales, pero si la
transferencia de Treg proviene de animales deficientes en el factor T-bet la inflamacion no
se revierte (Koch M.A., 2009). Se ha determinado que ratones deficientes en T-bet, IRF4 0
STAT3 poseen Treg Foxp3™ que no logran controlar respuestas Thl, Th2 y Thi17
respectivamente (Zheng Y., 2009; Koch M.A., 2009; Chaudhry A., 2009; Josefowicz S.Z.,
2012). La presencia de células Treg con fenotipos hibridos no sélo ha sido reportada en
modelos animales sino también en patologias humanas (Wei G., 2009; Oldenhove G.
2009). Existen hipotesis que sefialan que las células Treg que expresan factores de
transcripcion de Th, podrian ser las células encargadas de suprimir las funciones efectoras
ese de tipo de respuesta determinada, postulando una especializacion funcional para las
células regulatorias (Josefowicz S.Z., 2012)

Se han reportado novedosos resultados en modelos animales en los que se utilizaron
ratones deficientes en CXCR3. En el modelo de hepatitis autoinmune inducida a través de
la administracion i.v. de Concavalina A, se ha demostrado la generacion de una respuesta
inmune aguda con una elevada produccion de IFNy sistémica, o que genera un incremento
significativo de una gran cantidad de quimiocinas en el tejido hepatico. Se observé que los
ratones deficientes en el receptor CXCR3 presentaban una patologia exacerbada con mayor
infiltracion, lesion hepatica y letalidad comparado con los ratones wt (Erhardt A., 2011).
Los ratones CXCR3 deficientes tenian menor cantidad de Treg en higado y una mayor
cantidad de éstas en los ganglios drenantes, sugiriendo que las Treg habian sido retenidas
en los ganglios linfaticos drenantes del higado sin poder llegar al tejido blanco (Erhardt A.,
2011). Se ha demostrado en un modelo murino de trasplante hepatico, que la transferencia

de células Treg CXCR3" mejora la tolerancia al trasplante y al funcionamiento del tejido
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debido a una mayor migracion de células Treg al tejido hepéatico (Hasegawa H., 2008).
Algunos resultados sugieren que la deficiencia en algunos receptores podria afectar mas a
las células Treg que a las células T efectoras. Diferentes autores han postulado que los LT
efectores podrian tener una expresion més variada de receptores de quimiocinas (CCR5,
CXCR16, CCR4, CCR8, CCR2 entre otros), que los podrian asistir en el caso de que
algunos de los receptores clasicos de cada perfil estén ausentes; mientras que las células
Treg hibridas tendrian un menor repertorio de expresion de receptores, por lo que sélo
podrian migrar de una manera dependiente de los receptores inducidos por los factores de
transcripcion clasicos de cada perfil.

En el modelo de EAE inducido en ratones deficientes en el receptor CCR6, se
observO una demora en el inicio de la patologia, pero luego que la enfermedad se
desencadenaba se generaba un mayor nimero de areas lesionadas dentro SNC y una clinica
mas severa que en los animales wt. La mayor severidad reportada en los animales
deficientes en el receptor CCR6 durante la fase efectora, se correlaciond con una reducida
cantidad de células Treg dentro del SNC en comparacion con los animales controles wt
(Villares R., 2009). En este modelo experimental la transferencia de células Treg CCR6"
revirtio el proceso inflamatorio en el tejido. Yamada y colaboradores estudiaron el
desarrollo de diabetes espontanea en ratones de la cepa NOD deficientes en el receptor
CXCR3, observando que los mismos desarrollaban una diabetes mas acelerada que los
animales wt y que la misma se correlacion6 con una menor cantidad de células Treg
hibridas Foxp3"CXCR3" en el pancreas. Estos resultados sugieren que las expresion del
receptor CXCR3" no sélo es importante en el desarrollo de LT efectores, sino también es
fundamental para que las células Treg puedan controlar las inflamaciones asociadas a este
perfil (Yamada Y., 2012). En el presente trabajo de tesis, el bloqueo del receptor CXCR3 y
CCR5 ha demostrado no solo inhibir drasticamente la llegada de LT sino que también el
reclutamiento de células inmunes del huésped al tejido prostatico.

En la presente tesis se ha contribuido significativamente al conocimiento de los
perfiles de activacion de LT implicados en la patogénesis de prostatitis autoinmune. Se ha
logrado avanzar en el conocimiento de las quimiocinas y de los receptores de quimiocinas
implicados en la migracion de los LT especificos hacia dicho tejido durante un proceso

inflamatorio. Nuestros hallazgos demuestran que la expresion de los receptores CXCR3 y
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CCRS5 en la superficie de los LT es esencial para conferirle a éstos la capacidad de alcanzar
el tejido prostatico e inducir un microambiente que genere el reclutamiento de un mayor
numero de células. Continuar investigando el rol que cumplen los receptores de
quimiocinas y las quimiocinas que estan implicadas en el trafico leucocitario a prostata,
permitird avanzar en la blsqueda de nuevas estrategias terapéuticas que puedan ser

utilizadas en el tratamiento de patologias que tengan como blanco al tejido prostatico.
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Materiales y métodos

Obtencidn de mezcla de proteinas prostaticas (PAQ).

Se utilizé una mezcla compleja de proteinas prostaticas (PAg) como fuente de antigenos
para realizar las inmunizaciones. La mezcla de proteinas prostaticas fue preparada en el
laboratorio a partir de prdstatas de ratas Wistar trituradas y homogenizadas en un buffer
conteniendo un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich, St Louis, Estados
Unidos) mediante la utilizacion de un triturador mecanico Ultra-turrax. La suspension fue
centrifugada y ultracentrifugada a 100.000 x g durante 30 minutos, hasta obtener un
sobrenadante, el cual contenia todas las proteinas solubles presentes en la glandula
prostatica. La concentracion de proteinas en este sobrenadante fue determinada a través del
método de Bradford (Bio-Rad, California; Estados Unidos).

Purificacion de Prostateina (PSBP)

La purificacion de PSBP fue realizada siguiendo el procedimiento descripto por Chen C., y
colaboradores en 1982. El sobrenadante obtenido a partir de los homogenizados de
glandula prostatica de rata descripto previamente, fue cargado en una columna de
Sepharosa Q para cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC). Las proteinas fueron
eluidas a través de un gradiente salino de NaCl, para ser recolectadas en fracciones
independientes. Cada fraccion eluida fue analizada en una corrida electroforética en gel de
poliacrilamida al 15% con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) y tefiidas con azul de
Coomassie. Las fracciones conteniendo las bandas de peso molecular de 18 y 22 kDa
fueron tomadas y concentradas por filtros Centriprep (Merck-Millipore, Darmstadt,
Alemania). La pureza de las preparaciones de PSBP fue superior al 95% evaluada por
inmunoblot utilizando un anticuerpo especifico contra la subunidad C1 de la Prostateina
(Maccioni, M., 1998). La purificacion de PSBP estuvo libre de contaminantes como el
Lipopolisacarido, determinado por el método de formacion de coagulo, el cual posee una
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sensibilidad de 0.03EU de LPS por mL (Charles River, Laboratories International,
Wilmington, NY, Estados Unidos).

Cepas de ratones utilizadas

Los ratones de las cepas BALB/c y C57BI/6 fueron adquiridos en la Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de la Plata, Argentina. Los animales NOD,
NOD.12957(B6)"™ ™! (NOD-IFNy”") y NOD-SCID fueron gentilmente cedidos por los
Dres Diane Mathis y Cristoph Benoist y enviados por el laboratorio Jackson (Bar Harbor,
Estados Unidos). Los animales NOD-IFNy"‘ presentan una eliminacién del gen que
codifica para IFNy que resulta en ausencia del ARNm y de la proteina. Los animales fueron
mantenidos y endocriados en el bioterio del Centro de Investigaciones en Bioquimica
Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET) bajo condiciones libres de patdgenos
especificos y de acuerdo con los requisitos del comité ético institucional. Los animales se

mantuvieron con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad a 20 °C bajo una humedad controlada.

Induccion de Prostatitis Autoinmune Experimental (PAE)

Ratones machos de 6 a 8 semanas de edad de las cepas BALB/c, C57BI/6, NOD y NOD-
IFNy” fueron inmunizados subcutaneamente con 300 ug/raton de una mezcla de proteinas
prostaticas (Grupo PAg) o solucion fisioldgica (Grupo Control) emulsificadas en CFA
(Sigma-Aldrich), en un volumen de 150 uL por animal (Rivero V.E., 1998). El protocolo de
inmunizacion consto de 2 dosis, la primera fue administrada en el dia 0 y la segunda en el

dia 15 para ser sacrificados a los 24 dias del esquema experimental.

Estudios histoldgicos de la glandula prostatica

Los estudios histologicos de prostata fueron realizados a doble ciego y analizando distintas
secciones de cada glandula. La clasificacion fue realizada en cortes de glandulas prostaticas
tefiidos con Hematoxilina/Eosina (H/E) siguiendo criterios establecidos previamente

(Motrich R.D., 2006). EI grado de inflamacion/lesion fue evaluado usando una escala que
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incluyd los siguientes grados: negativo, leve, moderado, severo y muy severo. Se considerd
negativo a aquellos cortes que no presentaron signos de inflamacion; grado leve cuando los
cortes mostraron alteraciones débiles con infiltracion celular en zonas perivasculares;
grado moderado cuando se observd infiltracion celular moderada delimitada a zonas
perivasculares, mostrando algunas células infiltrando el parénquima; grado severo cuando
se observo una infiltracion marcada de ceélulas asociadas a estructuras perivasculares y
moderada infiltracion del parénquima; grado muy severo cuando se detectd infiltracion
muy marcada en acumulos perivasculares e infiltracion marcada en el parénquima del

tejido, mostrando hemorragia intraglandular.

Deteccidn y localizacion de leucocitos intraprostaticos por IHQ

La técnica de IHQ se realizo en cortes de glandula prostaticas de ratones que habian sido
fijadas y parafinadas. Las secciones de tejido fueron hidratadas, tratadas con un recuperador
antigénico y bloqueadas para eliminar la actividad peroxidasa enddgena con un buffer
blogueante (Dako cytomation, Glostrup, Dinamarca) segin recomendaciones del
fabricante. Los tejidos fueron incubados con un anticuerpo anti-CD45 pan-leucocitario
(clon 30-F11) para determinar la presencia del infiltrado leucocitario dentro de los tejidos.
Luego los vidrios fueron lavados e incubados con un anticuerpo secundario marcado con
peroxidasa (BD Bioscience; San Diego, CA, Estados Unidos). La deteccidn colorimétrica
se realizo utilizando el kit de deteccion DAB para esta técnica (BD Bioscience). Los vidrios
fueron lavados y contra-tefildos con hematoxilina. Los cortes fueron analizados en un

microscopio optico (Axiolab, Zeiss, Jena, Alemania) a una magnificacion de 200X.

Deteccion de leucocitos intra-prostaticos e intra-pancreaticos por Citometria de Flujo

Las glandulas prostaticas y pancreéticas provenientes de ratones de las diferentes cepas y
en diferentes situaciones experimentales fueron obtenidas por extraccion directa. Una vez
extraidos los tejidos, estos fueron pesados y disgregados en medio RPMI (Life

Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) de manera mecanica y enzimatica, a través
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del agregado de 0,05 mg/ml Colagenasa tipo IV (Roche Diagnostic, Basilea, Switzerland) y
0,02 mg/ml de DNAsa | (Sigma-Aldrich) por 45 min a 37°C. Las suspensiones celulares
generadas fueron lavadas con medio suplementado con Suero Bovino Fetal al 10% para
inactivar a las enzimas y luego filtradas a través de filtros celulares con diferente tamafio de
poro (70 y 40 um) para obtener una suspension libre de restos tisulares (BD Bioscience).
Los leucocitos vivos fueron contados en Camara de Neubauer con Azul de Tripan. Luego
las células fueron tefiidas con los diferentes anticuerpos monoclonales (CD3, CD4, CDS,
CD11b, F480 conjugados con diferentes fluorocromos) y analizadas utilizando el citdmetro
de flujo FACSCanto Il (BD Bioscience). Para el andlisis de los datos se utilizo el programa
FlowJo (Tree Star).

Cultivos de células de bazo y ganglios linfaticos estimulados con autoantigeno y

analisis de citoquinas en sobrenadantes.

Las células mononucleares de bazo y de ganglios linfaticos drenantes a la glandula
prostatica (paravertebrales y popliteos) fueron obtenidas a partir de una disgregacion
mecanica sobre una malla para generar una suspension celular homogénea. Luego las
células mononucleares fueron separadas por un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque
(Sigma-Aldrich) con el fin de eliminar los eritrocitos, polimorfonucleares y células
muertas. Las células obtenidas fueron resuspendidas en RPMI 1640 (Life Technologies,)
suplementado con L-glutamina 2 mM, 50 pg/ml Gentamicina, 50 mM 2 mercaptoetanol y
10% de SBF (Life Technologies). Las células fueron contadas para luego ser afiadidas en
placas de cultivo de 96 pocillos en una densidad de 1x10° células por cada pocillo. Dichas
células fueron incubadas 72 hs. en presencia de medio (condicién Basal) o en presencia del
autoantigeno PSBP (20 pg/mL). Los sobrenadantes de los cultivos fueron recuperados a las
72 hs. para luego determinar la concentracion de diferentes citoquinas como IFNy, IL-17A,
IL-13, IL-5, IL-4, IL-10 y TGFB (BD Bioscience y eBioscience) segun las

recomendaciones de los fabricantes mediante la técnica de ELISA.
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Inmunomarcacion de superficie e intracelular.

Se realizaron marcaciones ex vivo de células mononucleares de bazo y ganglios linfaticos
drenantes de prostata luego de obtener suspensiones homogéneas de las mismas. Para ello
las células fueron utilizando anticuerpos contra las siguientes moléculas de superficie: CD3,
CD4, CD8, CD25, CD44, CD62L, CD1lb, y F480 conjugados con diferentes

fluorocromos.

Para evaluar los perfiles de células que se estaban induciendo luego de la inmunizacion,
células mononucleares provenientes de bazo y ganglios fueron reestimuladas in vitro en
presencia de medio o con PSBP durante 72 hs. Luego de los cultivos re estimulacion las
células fueron recogidas y marcadas con anticuerpos especificos para diferentes marcadores
de superficie y analizadas por citometria de flujo. Los marcadores de superficie que fueron
utilizados en los cultivos de reestimulacion son: CD3, CD4, CD8, CD25, CD44, CD62L,
CD11b, CXCR3, CCR5, CCR6, CCR4 y CCR3 conjugados con diferentes fluorocromos.

Para evaluar células Treg se realizaron marcaciones intracelulares de Foxp3. Para ello
células ex vivo o provenientes de los cultivos de re estimulacion fueron marcadas para las
moléculas de superficie CD4 y CD25, fijadas y permeabilizadas con un kit de fijacién y
permeabilizacion para Foxp3 (eBioscience, San Diego, CA, Estados Unidos). Luego de ser
permeabilizadas las células fueron marcadas con el anticuerpo monoclonal anti-Foxp3 (clon
FJK-16s) conjugado a los fluorocromos PE o APC. Las muestras fueron adquiridas en un
citometro FacsCanto Il (BD Bioscience) y los datos fueron analizaron utilizando el

programa FlowJo (Tree Star).

Para determinar la produccion de citoquinas intracelulares células provenientes de los
cultivos de reestimulacion fueron estimuladas con 10 ng/ml de PMA y 1 pg/ml de
lonomicina (Sigma-Aldrich) durante 5 hs. Para evitar la secrecion de las citoquinas y poder
detectarlas dentro de las células, se agregé 10 pg/ml de Brefeldina A (Sigma-Aldrich)
durante la Gltimas 4 hs de activacion. Las células fueron levantadas de los cultivos y tefiidas
con anticuerpos contra diferentes moléculas de superficie para luego ser fijadas y
permeabilizadas con buffer de fijado y permeabilizado para citoquinas (BD Bioscience).

Luego de ser permeabilizadas, las células fueron marcadas con los anticuerpos anti-IFNy
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(clon XMG1.2), anti-IL-17A (clon TC11-18H10) y anti-IL-10 (clon JES5-16E3)

conjugados a diferentes fluorocromos.

Para cada uno de los casos, las células fueron marcadas con los respectivos anticuerpos
monoclonales durante 1 hora a 4 °C en buffer de citometria. Previamente a ser adquiridas
fueron resuspendidas en liquido diluyente de citometria Facs flow (BD Bioscience). Las
muestras fueron adquiridas en un citometro de flujo FACSCantoll (BD Bioscience) para

luego ser analizados utilizando el programa FlowJo (Tree Star).

Expresion de citoquinas y quimiocinas en la glandula prostatica

Las glandulas prostaticas provenientes de los Grupos Control y PAg de ratones de las cepas
de NOD y NOD-IFNy” fueron obtenidas en el dia 24 del esquema experimental. Las
glandulas prostéticas fueron disgregadas en un buffer de lisis conteniendo inhibidores de
proteasas (Ray Biotech, Norcross, GA) y homogenizadas con Ultra-Turrax hasta generar
una suspension homogénea segun indicaciones del fabricante. La concentracion de
proteinas fue cuantificada utilizando el método de Bradford y suspensiones de 300 ug de
proteinas totales de las diferentes condiciones fueron adicionadas a las membranas
comerciales Protein Array Kit. (Ray Biotech). Todos los ensayos fueron realizados de
acuerdo a las estrictas instrucciones del fabricante y los datos se analizaron utilizando el

programa especificamente recomendado por el fabricante.

Deplecidn in vivo de células Treg en la fase inductora de PAE

Ratones machos de 6 a 8 semanas de edad de las cepas BALB/c, C57BI/6, NOD y NOD-
IFNy™" fueron tratados un dia previo al inicio del esquema experimental de inmunizacion
por via intravenosa (i.v.) con anticuerpos monoclonales. Para la deplecion de células
CD25", se administré 500 ug/raton de un anticuerpo monoclonal anti-CD25 clon PC61
(IgG aCD?25), mientras que como control se administré 500 ug/raton de un anticuerpo 1gG

control clon Ycate (IgG Control). Los grupos de animales IgG aCD25 y IgG Control de
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cada una de las cepas en estudio, fueron inmunizados y sacrificados siguiendo el esquema
experimental de inmunizacion ya descripto. La eficiencia de deplecion de células Treg fue
evaluada sacrificando algunos ratones testigo de cada cepa y analizando la presencia de
linfocitos con fenotipo Treg a las 24, 48 y 72 horas post inyeccion. Se estudiaron muestras
de ganglios linfaticos y bazo de los animales que recibieron los anticuerpos. La deteccion
de células Treg CD4"CD25"Foxp3* fue determinada a través de la marcacion de superficie
de las células con un anticuerpo monoclonal anti-CD4 (RM4-5) y anti-CD25 (clon 7D4) en
combinacion con la marcacion intracelular del factor de transcripcion de Foxp3 (Stephens
L.A., 2005; Zelenay S., 2005). El porcentaje de eficiencia de la deplecion fue calculada a

través el uso de la formula [1- (Treg acp2s/ Treg g control)] X100.

Administracion in vivo de rIFNy a ratones NOD-IFNy " en la fase efectora de PAE.

Ratones de la cepa NOD-IFNy” fueron inmunizados al dia 0 y 15 con PAg emulsificados
en CFA siguiendo el esquema experimental. Los ratones inmunizados fueron separados en
2 grupos experimentales para ser tratados de manera intraperitoneal (i.p.) con 1x10* U/dia
de rTIFNy (Grupo PAg + rIFNy) o con Albumina sérica bovina 0,1% en PBS (Grupo PAg +
vehiculo) en los dias 17, 19, 20 y 22 del esquema experimental. Los animales fueron
sacrificados en el dia 24 del esquema experimental de inmunizacion y se realizaron

diferentes ensayos.

Transferencia adoptiva de células CD3" a ratones NOD-SCID

Ratones de las cepas NOD y NOD-IFNy” fueron inmunizados segin el protocolo y
sacrificados en el dia 24 del esquema experimental. Se obtuvieron los bazos y se realizaron
cultivos de re-estimulacion in vitro en presencia de PSBP durante 72 hs. Luego del
estimulo las células fueron lavadas y tefiidas con anticuerpos especificos anti-CD3. Luego
de la marcacion, las células se lavaron y fueron purificadas en base a la expresion de CD3
utilizando el equipo FACSAria Il cell-sorter (BD Biosciences). Se obtuvo una pureza de

separacién mayor al 98% en las fracciones. Luego de la separacién, las células fueron
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contadas y resuspendidas en una concentracién de 1x10° células en 100 pl de solucién
fisioldgica estéril y apirogena. Las células fueron inyectadas de manera i.v. en ratones
receptores NOD-SCID (deficientes en LT y LB). La presencia de LT CD3" en prostata,
bazo y ganglios linfaticos de los ratones receptores NOD-SCID fue evaluada a los 15 y 30

dias post-transferencia.

Transferencia adoptiva de células CD3+ de ratones NOD-IFNy ™™ tratadas in vitro con
rIFNy a ratones NOD-SCID

Células mononucleares esplénicas provenientes del Grupo PAg de ratones NOD-IFNy”"
fueron amplificadas in vitro en presencia de PSBP o de PSBP en combinacion con rIFNy
[1000 pg/ml] (PeproTech, Mexico DF, Mexico) durante 72 hs. Luego de la amplificacion
“in vitro” las células fueron lavadas y teflidas en base a marcadores de superficie con
anticuerpos especificos anti-CD3. Las céelulas fueron separadas por FACSAria Il cell-sorter
(BD Biosciences) obteniéndose una pureza de separacion mayor al 98% en las fracciones.
Un millon de células CD3" resuspendidas en solucion fisiologica fueron inyectados de
manera i.v. en ratones receptores NOD-SCID. La presencia de LT CD3" en prostata, bazo y
ganglios linfaticos de los ratones receptores NOD-SCID fue evaluada a los 15 y 30 dias

post-transferencia.

Transferencia adoptiva de células CD3"CXCR3"y CD3"CXCR3"a ratones NOD-SCID

Células mononucleares esplénicas provenientes del Grupo PAg de ratones NOD fueron
amplificadas in vitro en presencia de PSBP por 72 hs. Luego de la amplificacion “in vitro”
las células fueron lavadas y tefiidas en base a marcadores de superficie con anticuerpos
especificos anti-CD3 y anti-CXCR3. Las células fueron separadas en base a las moléculas
de superficie por FACSAria Il cell-sorter (BD Biosciences), obteniéndose 2 fracciones LT:
CD3'CXCR3 y CD3'CXCR3", con una pureza de separacion mayor al 98% en las
fracciones separadas. Un millén de células CD3*CXCR3 y 3,5x10° células CD3*CXCR3*
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fueron suspendidas en solucion fisiologica e inyectadas de manera i.v. en ratones
receptores NOD-SCID. La presencia de LT CD3" en las glandulas prostaticas de los

ratones receptores NOD-SCID fue evaluada a los 30 dias post-transferencia.

Transferencia adoptiva de LT CD3" y tratamiento con el inhibidor TAK-779

Células mononucleares esplénicas provenientes del Grupo PAg de ratones NOD fueron
amplificadas in vitro en presencia de PSBP durante 72 hs. Las células fueron separadas
utilizando un FACSAria Il cell-sorter (BD Biosciences) en base a la expresion de molécula
CD3 en la superficie de las células. 1x10° LT CD3" fueron inyectados de manera i.v. en
ratones receptores NOD-SCID. Los ratones NOD-SCID fueron separados en 2 grupos a
partir del dia 1 de transferencia y tratados cada 48 horas mediante una inyeccion por via i.p.
con solucidn fisioldgica o de TAK-779 (150 ug/dia/raton). La presencia de LT CD3" dentro
de la glandula prostatica y pancreatica de los ratones receptores fue evaluada a los 30 dias
post transferencia adoptiva. La dosis de TAK-779 (programa de HIV del NIH) fue aplicada
en base a datos reportados previamente en bibliografia, donde demostraron la dosis
suficiente para generar una inhibicion irreversible del receptor sin alterar la funcionalidad
de las células T (Ni J., 2009; Akashi S., 2005; Suzaki Y., 2008)

Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante la aplicacién de test estadisticos de
ANOVA de una o dos vias, dependiendo las factores de variabilidad presentes en los datos
de cada experimento. Los test estadisticos fueron realizados utilizando el programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos). Valores de *p<

0,05; **p<0,005; ***p< 0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Produccion cientifica derivada de la presente tesis

Publicaciones cientificas en revistas con arbitraje

1. “Expression of CXCR3 on specific T cells is essential for homing to the prostate gland
in an experimental model of Chronic Prostatitis/Chronic Pelvic Pain Syndrome.”
Breser, ML; Motrich, RD; Sanchez, LR; Mackern-Oberti, JP; Rivero, VE.

J. Immunol. 2013; 190(7):3121-33.

2. “Effects of regulatory T cells in Experimental Autoimmune Prostatitis model.”
Breser, ML Lino, A; Martins, A; Mohr, E; Paiva,R; Motrich, R; Demengeot, J;
Rivero, V. Manuscrito en preparacion.

Premio obtenido

1. Premio “Leonardo Satz” de la Sociedad Argentina de Inmunologia al trabajo: “La
expresion de los receptores CXCR3 y CCR5 es importante para que las células T
especificas prostaticas adquieran homing a prostata”. Breser ML; Andreani V;
Bertotto ME; Maccioni M; Rivero V.E., como tercer mejor trabajo en la LIX Reunion
Cientifica anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia. Tucuman, Argentina.
Octubre de 2011.
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Publicaciones a congresos

Nacionales

1. “Prostatitis autoinmune experimental en dos cepas de ratones con diferente
susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad”.
Breser ML, Mackern-Oberti JP, Motrich RD, Maccioni M, Rivero VE.
LVI Reunién Anual de la SAI -XI Jornada Cientifica del Grupo Rioplatense de
Citometria de Flujo. La Falda, Argentina. Octubre 2008.

2. “Specific T cells and cytokine production in an Experimental Autoimmune Prostatitis
model (EAP)”.
Breser ML, Mackern-Oberti JP, Motrich RD, Maccioni M, Rivero VE.
LIV Reunion Cientifica Anual SAIC-LVII Reunién Cientifica Anual SAI. Mar del Plata,
Argentina. Diciembre 2009.

3. “La expresion de los receptores CXCR3 y CCR5 es importante para que las células T
especificas prostaticas adquieran homing a prostata”.
Breser ML ; Andreani V; Bertotto ME; Maccioni M; Rivero VE.
LIX Reunion Cientifica anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia. Tucuman,
Argentina. Octubre de 2011.

4. “La deficiencia de 1L12p70, pero no de IL4, confiere resistencia al desarrollo de
prostatitis autoinmune experimental.”
Motrich, R; Breser, M; Sanchez, L; Altamirano, A; Rivero V.
LVII Reunién Cientifica de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC)-LX

Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia. Mar del Plata, Argentina.
Noviembre 2012.
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5.

“Bloqueo de CXCR3 y CCR5 reduce la infiltracion de las glandulas pancreética, tiroidea
y prostatica en ratones scurfy.”

Breser, M; Martins, A; Lino, A; Paiva, R; Motrich, R; Demengeot, J; Rivero, V.

LVII Reunién Cientifica de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC)-LX

Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia. Mar del Plata, Argentina.
Noviembre 2012.

“Deplecion de células T regulatorias in vivo incrementa la susceptibilidad al desarrollo
de prostatitis autoinmune experimental en diferentes cepas de animales.”

Breser, M; Lino, A; Mohr, E; Motrich, R; Sanchez, L; Demengeot, J; Rivero, V.

LVII Reunién Cientifica de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica (SAIC)-LX

Reunién Anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia. Mar del Plata, Argentina.
Noviembre 2012.

Internacionales

1.

2.

“Specific T cells and cytokine production in an Experimental Autoimmune
Prostatitis model (EAP)”.

Breser ML, Mackern-Oberti JP, Motrich RD, Maccioni M, Rivero VE.

Trabajo presentado en el VII Congreso Latinoamericano de Inmunologia. Vifia del Mar,
Chile. Noviembre 2009.

“Rol of INFy, IL17 and IL10 producing cells in an experimental model of autoimmune
prostatitis”.

Breser ML ; Bertotto ME; Mackern-Oberti JP; Sanchez L; Maccioni M; Rivero VE.

1° Congreso Franco-Argentino de Inmunologia. XIII Jornada Cientifica del Grupo
Rioplatense de Citometria de Flujo, 3°Jornadas Argentinas de Inmunodeficiencias Primarias

Buenos Aires, Argentina. Noviembre de 2010.
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3. “Susceptibility of mice deficient for IL17 receptor to the development of experimental
autoimmune prostatitis”.
Breser ML ; Bertotto ME; Maccioni M; Rivero VE.
1° Congreso Franco-Argentino de Inmunologia. XIII Jornada Cientifica del Grupo
Rioplatense de Citometria de Flujo, 3°Jornadas Argentinas de Inmunodeficiencias Primarias
Buenos Aires, Argentina. Noviembre de 2010.
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