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RESUMEN

La evidencia acumulada a lo largo de las Ultimas décadas demuestra una estrecha
interrelacion entre los sistemas neuroenddcrino e inmune. Con el fin de mantener la
homeostasis del organismo y dirigir respuestas coordinadas frente a los distintos
desequilibrios y patologias, ambos sistemas se encuentran en constante comunicacién
a través de una variedad de citoquinas, hormonas, neurotransmisores y sus receptores.
En los ultimos anos el estudio de la relacidn entre las hormonas tiroideas (HTs) y el
sistema inmune ha tomado relevancia. Sin embargo, la comprensién de la conexion
entre las HTs y el sistema inmune es todavia incompleta debido a la complejidad de cada

sistema y mas aln a su interaccion.

Actualmente las HTs son reconocidas por desempenar un rol esencial en las
células de la inmunidad innata y adaptativa, y sus respuestas asociadas. El papel de las
HTs en el inicio de la respuesta inmune y su efecto en el direccionamiento de la
respuesta inmune adaptativa fue abordado hace poco mds de una década. En este
sentido el laboratorio donde se desarrollé esta tesis doctoral reporté los primeros
hallazgos del efecto de triiodotironina (T3) sobre las caracteristicas y funcionalidad de
las Células Dendriticas (DCs), consideradas las principales células presentadoras de
antigenos. En este contexto, se evidencid por primera vez la expresién de receptores de
HTs (TR) en DCs murinas, principalmente la isoforma B1l. Ademas, se demostré que
niveles fisiolégicos de la HT activa, T3, inducen la maduracién de DCs y su capacidad de
secrecién de IL-12. A su vez, las DCs estimuladas con T3 incrementaron la capacidad
aloestimulatoria de linfocitos T, direccionando la respuesta inmune hacia los perfiles
proinflamatorios T helper 1 (Th1), Th17 y citotdxicos con aumentada produccién de la
citoquina efectora IFN-y. Asimismo, el tratamiento de las DCs con T3 aumentd
significativamente la produccién de las citoquinas TNF-a, IL-6 e IL-23, involucradas en la
produccién de IL-17 y disminuyd la poblacion de células T regulatorias. Por otro lado, T3
fue capaz de reducir la apoptosis de DCs y aumentar su migracién hacia los ganglios

linfaticos. Considerando estos resultados se desarrolld una vacunacion antitumoral
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basada en DCs estimuladas con T3 en un modelo tumoral de melanoma. Este
tratamiento fue capaz de aumentar el porcentaje de animales libres de tumor, retrasar
la aparicién y disminuir el volumen del tumor en los ratones afectados, aumentando la

sobrevida de los mismos.

Sobre la base de los antecedentes presentados, esta tesis doctoral implica la
profundizacion del efecto de las HTs sobre la induccion de respuestas inmunes

adaptativas a través de las DCs como objetivo general.

En lo particular, este trabajo abordd 2 objetivos especificos: 1) Desarrollo de una
estrategia de vacunacién para el tratamiento antitumoral basada en la manipulacion de
DCs estimuladas con T3 expuestas a antigenos asociados al tumor (AATs) y 2) Estudio de

los efectos de T3 sobre las caracteristicas y funcionalidad de las DCs humanas.

1) Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo de tesis doctoral
indicaron, por un lado, que el tratamiento con T3 no modifica la capacidad de captacién
antigénica de las DCs frente a antigenos propios del tumor, sin embargo, esta hormona
es capaz de incrementar la expresidon del marcador de maduraciéon CD86. Ademas, se
evidencié un marcado aumento por parte de las DCs en la produccién de citoquinas
proinflamatorias, como IL-12, IL-6 y TGF-f3 luego de ser tratadas con T3. En el modelo
murino de carcinoma de colon, T3 potencid los efectos antitumorales de la vacunacién
a base de DCs cargadas con antigenos tumorales, evidenciados por una reduccién en el
tamafio tumoral. En efecto, la respuesta inmune generada por la inmunoterapia basada
en DCs estimuladas con T3 consistié en un marcado incremento en las poblaciones Thl
(CD4* IFN-y*), Th17 (CD4"* IL-17*), como asi también en las células T citotdxicas CD8* IFN-
v*, y citotoxicas 17 (Tcl7), acompaiiada por un incremento en la secrecion de IFN-y e IL-
17. Teniendo en cuenta estos resultados y los antecedentes del grupo que relacionan
estrechamente la estimulacién de las DCs con T3 con una mayor produccién de IL-17,
sumado a las controversias bibliograficas relacionadas al papel de esta citoquina en
cancer, decidimos analizar la importancia de IL-17 como mediador de los efectos
inmunoterapéuticos en nuestro tratamiento antitumoral. Para ello evaluamos el
crecimiento tumoral en ratones IL-17 A/F-doble Knockout (IL-17K0), aplicando el mismo

esquema de vacunacion y comparando dicho crecimiento en ratones Wild Type (WT)
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como control. De este modo, pudimos evidenciar que la ausencia de IL-17 en los ratones
IL-17KO conduce a un mayor crecimiento tumoral, dado que observamos un significativo
aumento del volumen del tumor, al comparar los ratones transgénicos que fueron
vacunados con DCs cargadas con AATs y tratadas con T3, con aquellos animales WT que
recibieron el mismo tratamiento. A su vez, observamos que IL-17 presentaria un rol en
la angiogénesis tumoral, lo que favoreceria la reduccion del tumor por la inmunoterapia
basada en DCs estimuladas con T3 en el modelo de carcinoma de colon MC38. En
conclusion, los resultados aqui presentados refuerzan los conocimientos de las
propiedades adyuvantes de T3 para su utilizacion en la vacunacidn antitumoral basada
en DCs, y profundizan en los mecanismos involucrados en el desarrollo de una respuesta

inmune eficiente luego de la vacunacion.

2) Los resultados obtenidos en la segunda parte de este trabajo de tesis doctoral
demuestran que concentraciones fisiolégicas de T3 tienen efectos inmunomoduladores
sobre las DCs diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica (huDCs). Esto fue
evidenciado por una mayor expresion de la molécula CD86 en la superficie celular y una
tendencia a incrementar en el porcentaje de células CD11lc* HLA-DR* luego del
tratamiento con la hormona. Por otro lado, se demostrd que la presencia de T3 es capaz
de inducir una mayor produccidn de la citoquina proinflamatoria IL-12 por parte de las
huDCs. Estos resultados iniciales aportan en el conocimiento del efecto de T3 sobre la
maduracion y la activacién de DCs humanas, induciendo la liberacién de IL-12 por parte
de estas células, y probablemente favoreciendo la polarizacion de la respuesta inmune

hacia un perfil proinflamatorio.

Estos hallazgos son prometedores y alientan la profundizacién del estudio del
efecto de T3 sobre DCs humanas, aspecto muy poco explorado y de trascendencia
considerando la potencial transferencia de los resultados obtenidos en modelos

murinos a la oncologia humana.



INTRODUCCION

CAPITULO 1
1.1.1 Interacciones inmunoneuroenddcrinas

La evidencia acumulada a lo largo de las ultimas décadas sugiere una regulacién
bidireccional entre los sistemas neuroenddcrino e inmune. Con el fin de mantener la
homeostasis del organismo y dirigir respuestas coordinadas frente a los distintos
desequilibrios y patologias, ambos sistemas se encuentran en constante comunicacién
a través de una variedad de citoquinas, hormonas, neurotransmisores y sus receptores.!
2 Ademads, se ha demostrado que las interacciones entre los sistemas endécrino e
inmune contribuyen a condiciones fisiopatoldgicas, que incluyen sepsis, inflamacion,
enfermedades autoinmunes e infecciones virales.? La regulacidon neuroenddcrina de la
respuesta inmune es importante para la supervivencia durante el estrés tanto fisiolégico
como emocional, y se logra localmente a través de neurotransmisores, regionalmente
mediante vias nerviosas que inervan érganos linfoides, y en forma sistémica a través de
cascadas hormonales. En este sentido, la regulacidn del sistema inmune mediada por las
hormonas involucra al eje Hipotdlamo-Pituitario-Adrenal (HPA) a través de la hormona
liberadora de adrenocorticotrofina (CRH) / Adrenocorticotrofina (ACTH) /
Glucocorticoides (GCs), el eje Hipotalamo-Pituitario-Gonadal (HPG) con la participacion
de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) / Hormonas foliculoestimulante
(FSH) y luteinizante (LH) regulando la liberacién de hormonas sexuales como estrégenos,
progesterona y testosterona; y el eje Hipotdlamo-Pituitario-Tiroideo (HPT) del cual
participan la hormona liberadora de tirotropina (TRH) / Hormona estimulante de

tiroides (TSH) / Tiroxina (T4) y Triiodotironina (T3) (Figura 1).
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Figura 1. Interrelacion y regulacién entre los sistemas neuroenddcrino e inmune.

Las interacciones entre el sistema inmune y el sistema neuroenddcrino son reguladas a nivel
sistémico por hormonas y citoquinas, mediadas a través de los ejes Hipotdlamo-Pituitaria (HP) Tiroideo
(HPT), Gonadal (HPG) y Adrenal (HPA). Por otro lado, los sistemas nerviosos auténomo y periférico
participan en el control regional y local del sistema inmune. A su vez, las células inmunes producen
citoquinas como interleuquina (IL)-6, IL-1, IL-4, IL-10, Factor de necrosis tumoral (TNFa); entre otras,

capaces de afectar las funciones neuronales. GCs: Glucocorticoides, NA: Noradrenalina, PRL: Prolactina.
Adaptado con modificaciones de Miyake, 2012.*
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La mayoria de los estudios iniciales de la interrelacién entre los sistemas
neuroenddcrino e inmune fueron abordados con el objetivo de dilucidar el rol de las
hormonas del eje HPA, fundamentalmente el de los GCs sobre la respuesta inmune. Al
respecto, los GCs generalmente presentan propiedades inmunosupresoras y
antiinflamatorias mediante la inhibicién de la diferenciacion, maduracion, proliferaciéon
y funciones de las células pertenecientes a la inmunidad innata y adaptativa. > ® En los
ultimos afios el estudio de la relacion entre el eje HPT y el sistema inmune ha tomado
relevancia.” En este aspecto, diversas situaciones que afectan en primera instancia la
accién de las Hormonas Tiroideas (HTs) impactan en las caracteristicas y/o funcién de
las células inmunes, y en consecuencia comprometen las respuestas inmunes en
condiciones fisiopatoldgicas.® A su vez, desérdenes inmunes conducen a las disfunciones
tiroideas mas frecuentes, las cuales presentan un origen autoinmune, como la
enfermedad de Graves y la Tiroiditis de Hashimoto.® 1 Sin embargo, la comprension de
la conexidn entre las HTs y el sistema inmune es todavia incompleta debido a la

complejidad de cada sistema y mas aun a su interaccién.

1.1.2 Hormonas Tiroideas

Las HTs controlan diversos procesos metabdlicos y son indispensables para el
desarrollo y crecimiento.!* Ademas, regulan la expresién de una gran variedad de genes,
siendo sus principales efectos ejercidos sobre el consumo de oxigeno, regulacion de la
temperatura corporal, frecuencia cardiaca y metabolismo de carbohidratos, proteinas y
lipidos. Estas hormonas son producidas por la glandula tiroides como 3, 5, 3’, 5'-
tetraiodo-L-tironina o Tiroxina (T4) y 3, 5, 3’-triodo-L-tironina o Triiodotironina (T3).
Ambas hormonas son producidas en los foliculos de la glandula tiroides, por la iodacién
de residuos de tirosina en la glicoproteina tiroglobulina (Tg).*? La TSH secretada por la
hipdfisis anterior actua directamente sobre el receptor de TSH (TSH-R), expresado en la
membrana basolateral de las células foliculares tiroideas. La activacion de la via de
sefializacion inducida por TSH regula la captacidn de ioduro por parte de la glandula y
una serie de pasos necesarios para la biosintesis y secrecién de las HTs (Figura 2 A).23 La

glandula tiroides produce principalmente T4, la cual es considerada una pro-hormona
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gue debe convertirse en la hormona funcionalmente activa T3, mediante la eliminacién

de un dtomo de iodo en los tejidos periféricos.*

Los niveles circulantes de las HTs se mantienen estables debido a la
retroalimentaciéon negativa ejercida por T3 y T4 en el eje HPT.!> Este circuito de
retroalimentacién negativa enddcrina cldsica, consiste en la deteccién de las HTs
circulantes por el hipotdlamo, el cual regula la produccién de TRH por neuronas
hipofisiotréficas en el nucleo paraventricular.’®> La hormona TRH es transportada a la
glandula pituitaria donde actua en las células tirotropas induciendo la sintesis y
secrecién de TSH, la cual estimula la glandula tiroides para producir y liberar las HTs al
torrente sanguineo (Figura 2 B). Por su parte, los tejidos periféricos y el sistema nervioso
central controlan la disponibilidad intracelular de las HTs, lo que sugiere que las
concentraciones circulantes de estas hormonas no son completamente representativas

de lo que detecta cada tipo de célula.'®

Luego de ser liberadas a circulacién, las HTs se dirigirdn hacia sus tejidos diana
donde T3 debe unirse a sus receptores para poder ejercer su accion (Figura 2 C).
Asimismo, la HT extracelular debe ingresar a la célula a través de los transportadores de
HTs. En este sentido, los principales transportadores de HTs incluyen los
transportadores de monocarboxilato 8 y 10 (MCT8 y MCT10), varios miembros de la
familia de los polipéptidos transportadores de aniones orgdnicos (OATP) y los
transportadores heterodiméricos de aminodcidos neutros (LAT).!” La mayoria de estos
transportadores no son especificos de HTs ya que unen diferentes ligandos, con
excepcion de MCT8 y en menor medida, MCT10 y OATP1C1. Las proteinas MCT8 y
MCT10 facilitan el transporte tanto de T4, como de T3, pero con particular preferencia
para T3 y se expresan en una variedad de tejidos y células.'® ¥° Por su parte, OATP1C1
transporta T4, T3 y T3 reversa (rT3) y se encuentra principalmente expresado en
capilares cerebrales.!” La concentracién intracelular de las HTs estd regulada por la
actividad de selenoproteinas conocidas con el nombre de deiodasas de iodotironinas 1,
2y 3 (D1, D2 y D3). La eliminacion de una molécula de iodo del anillo exterior de T4 por
accion de D1 o D2 la convierte en T3, la cual presenta una mayor afinidad por los
receptores intracelulares que T4. La enzima D2 es considerada responsable de la

produccién periférica del 50% al 80% de la reserva corporal de T3 a partir de T4. Por el
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contrario, la deiodinacion de un atomo de iodo del anillo interior de T4 produce rT3 la
cual se considera un metabolito inactivo en relaciéon con su union a los receptores. Tanto
D1 como D3 restringen la accién de T3, convirtiendo T4 y T3 en metabolitos inactivos.?°
De esta manera, los transportadores de HTs y las deiodasas de iodotironinas son claves
para la accidn y funcion de las HTs. Cabe destacar que sus patrones de expresion exhiben
un perfil particular que es especifico del tipo celular, estado celular y metabdlico, y

modulan la disponibilidad de las HTs circulantes y periféricas.?! 22

Las acciones de las HTs pueden ser candnicas o gendmicas y no-candnicas o
también denominadas no-genémicas (Figura 2 C).22 El mecanismo de accion genémico
de las HTs involucra la unién de T3 con los receptores nucleares especificos (TRs), los
cuales son definidos como factores de transcripcién que regulan la velocidad de
transcripciéon de genes blanco por medio de su unién a los elementos de respuesta a HTs
(TRE) ubicados en regiones reguladoras de estos genes. Este mecanismo puede requerir
horas para manifestarse e involucra ademads la interaccion de los TRs con otras
moléculas proteicas denominadas correguladores que participan activamente en este
proceso.?* Particularmente en genes regulados positivamente por T3, el TR en ausencia
de la hormona se encuentra unido al TRE generalmente formando un dimero con el
receptor del acido 9 cis-retinoico (RXR), que a su vez, debido a su asociacién con
proteinas denominadas “correpresores” se encuentra constitutivamente reprimido. Por
su parte, en presencia de T3, se desestabiliza la unién con los correpresores y, por el
contrario, el complejo TR-RXR interacciona con otras proteinas Ilamadas
“coactivadores”.?> La mayoria de las especies de vertebrados poseen dos genes que
codifican para los TRs: TR A (NR1A1) y TR B (NR1A2), los cuales fueron mapeados en los
cromosomas 17 y 3 respectivamente, dando lugar a cuatro isoformas del receptor
capaces de unir T3 (TRal, TRB1, TRB2 y TRP3). Los TRs se expresan basicamente en
todos los tejidos, aunque su distribucion varia entre los diferentes tipos celulares y
durante los distintos estadios del desarrollo. Al respecto, TRal se encuentra expresado
principalmente en el sistema nervioso central, hueso, intestino, corazéon y musculo
esquelético; mientras que TRB1 se expresa predominantemente en higado, cerebro y
rifdn. Asimismo, la isoforma TRB2 presenta una expresion especifica de tejido en la

glandula pituitaria anterior y en areas especificas del hipotalamo, asi como en el cerebro
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en desarrollo y oido interno.?® Por otro lado, algunos efectos de las HTs se producen de
forma rapida e independiente de las modificaciones en la expresidn génica a través de
la via no-candnica. Estas acciones no-gendmicas pueden iniciarse tanto en membrana
plasmatica, citoplasma o incluso en algunas organelas como las mitocondrias (Figura 2
C). En este sentido, se ha demostrado que una proteina estructural de la membrana
plasmatica, la integrina avp33, puede actuar como un receptor de superficie celular para
HTs y una gran cantidad de efectos no-gendmicos resultaron ser inducidos por la unidn
de la hormona a dicha integrina. La integrina avp3 presenta un sitio especifico de unién
para T3, asi como un sitio en donde ambas hormonas, T4 y T3, pueden interaccionar;
aunque T3 lo hace con menor afinidad. La transduccidn de sefales dada por la integrina
involucra distintas vias independientes entre si: Proteina Kinasa C (PKC),
Fosfatidilinositol 3-Kinasa (PI3K) /Akt o proteina kinasa activada por mitégenos
(MAPK).?” Cabe destacar que las acciones iniciadas en la membrana plasmatica a través
de la integrina avB3 involucran ademas la fosforilacion especifica de TR, translocaciéon
de TR y otras proteinas citoplasmdticas al nucleo, culminado en la regulaciéon
transcripcional. Por otra parte, los mismos TRs localizados a nivel citoplasmatico activan
rapidamente las vias de sefalizacién intracelulares dando lugar a efectos que involucran

la activacidon de la via de PI3K y Akt.28 2230

Asimismo, dado que las HTs son importantes reguladores de la diferenciacion,
crecimiento, metabolismo y funcidon de practicamente todos los tejidos; una funcién
alterada de la glandula tiroides o del metabolismo celular de las HTs afecta a una
variedad de tejidos y células. Las enfermedades y los desdrdenes asociados con la
glandula tiroides son trastornos enddcrinos frecuentes en la practica clinica,
constituyendo un problema de salud global debido a los efectos adversos importantes
gue pueden manifestarse si no se diagnostican. En este sentido, la disfuncién tiroidea
comprende un amplio nimero de entidades con manifestaciones clinicas diferentes,
que pueden ir desde el hipertiroidismo hasta el hipotiroidismo.3! El hipotiroidismo es
una condicidn clinica resultante de la escasez de HTs. El mismo puede tener un origen
congénito por ausencia o grave deterioro funcional de la glandula tiroides, el cual puede
manifestarse con un profundo déficit neuroldgico y retraso del crecimiento. Por otro

lado, esta condicion puede tener un origen adquirido, ya sea por deficiencia de iodo o
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por autoinmunidad como en la Enfermedad de Hashimoto.3? 33 Por el contrario, el
hipertiroidismo es principalmente una condicién adquirida y es el resultado de un

exceso de HTs en la circulacién debido a bocio multinodular, adenoma téxico y con

mayor frecuencia a la Enfermedad de Graves.3*
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Figura 2. Estructura, regulaciéon y mecanismo de accién de las Hormonas Tiroideas (HTs).

(A) Estructura molecular de las principales formas de HTs: 3,5,3’,5'-tetraiodo-L-tironina (T4);
3,5,3’-triodo-L-tironina (T3) y T3 reversa (rT3). (B) Esquema representativo del eje Hipotalamo-Pituitaria-
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Tiroides (HPT), donde se observa la regulaciéon de la sintesis de las HTs y el mecanismo de
retroalimentacion negativa. (C) Mecanismos de accidn de las HTs en los tejidos diana. Los transportadores
de HTs permiten el ingreso de T4 y T3 al interior celular donde las deiodinasas de iodotironinas (D1, D2y
D3) catalizan la metabolizacién de las HTs. En el mecanismo candnico o gendmico, los TRs en ausencia de
T3 heterodimerizan con el receptor del dcido 9-cis retinoico (RXR) y se unen al elemento de respuesta a
HT (TRE) en el ADN. En genes regulados positivamente por T3, en ausencia de HT, el heterodimero TR-
RXR recluta el complejo de correpresores, inactivando la expresidn génica. La union de T3 al dominio de
union al ligando del TR promueve un cambio conformacional induciendo la liberacién de los
correpresores, promoviendo el reclutamiento de coactivadores e induciendo la transcripcion génica. En
los mecanismos de accién no-gendmicos, las HTs ejercen sus efectos a través de la unién a TRs localizados
en el citoplasma o a la integrina de membrana avB3, activando cascadas de sefializacion
intracitoplasmaticas. Esta figura fue creada usando Biorender, adaptado con modificaciones de Brent et.
al., 2012.*
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CAPITULO 2

1.2.1 Sistema Inmune

El sistema inmune es un conjunto de elementos y procesos bioldgicos que
protegen al huésped frente a agresiones externas ya sean de naturaleza bioldgica
(patdgenos), o fisicoquimica (contaminantes, radiaciones, sustancias todxicas o
alergénicas), e incluso agresiones internas (células cancerosas), permitiendo mantener
la homeostasis o equilibrio interno del organismo. Ademas de las barreras anatémicas y
fisioldgicas, el sistema inmune provee la principal linea de defensa del huésped. Desde
una vision simplista se lo puede dividir en inmunidad innata e inmunidad adaptativa. En
ambos subconjuntos participan distintos tipos celulares y mecanismos de accién que se
encuentran interconectados entre ellos en forma dindmica para alcanzar la respuesta

inmune adecuada.3®

El sistema inmune innato estd presente desde el nacimiento, y actua de forma
inmediata frente a una noxa. Las células que participan en la inmunidad innata poseen
un sistema de reconocimiento que involucra receptores, conocidos como receptores de
reconocimiento de patrones (RRPs). Estos receptores estan dirigidos contra estructuras
comunes y conservadas, presentes tanto en patdgenos, como liberadas durante dafio
tisular ante un proceso de inflamacién estéril, denominados patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs),
respectivamente.3® La interaccidn de los RRPs con su ligando da lugar a la activacion de
varias vias de transmisién de sefiales y a factores de transcripciéon que inducen la

expresion de genes importantes para las respuestas inflamatorias y antimicrobianas.?’

Por su parte, lainmunidad adaptativa es mas lenta para inducirse y se caracteriza
por la expresidn en la superficie de los linfocitos T y B de receptores de reconocimiento
antigénico altamente especificos dirigidos contra estructuras particulares. Ademads, cada
célula de la inmunidad adaptativa expresa un Unico receptor, lo que conduce a una
diversidad de receptores que constituye el repertorio. Luego del encuentro inicial con el
antigeno (Ag), las células que expresan estos receptores persisten en el organismo
durante toda la vida proporcionando memoria inmunoldgica y la capacidad de

responder en forma mas répida y efectiva ante una reinfeccién.3® 3°
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Una de las funciones de la inmunidad innata es el rapido reclutamiento de las
células inmunes a los sitios de infeccion e inflamacion a través de la produccién de
citoquinas y quimiocinas. La respuesta inmune innata consiste en una serie de procesos
bioldgicos que involucran factores solubles como las proteinas circulantes que integran
el sistema de complemento y distintos tipos celulares que difieren notoriamente en su
morfologia, propiedades y funcionalidad. Las células de la inmunidad innata de mayor
relevancia son los leucocitos polimorfonucleares (PMNs: baséfilos, eosindfilos y
neutrdéfilos), monocitos, macréfagos, células dendriticas (DCs) y células linfoides innatas
(ILCs) que incluyen las células asesinas naturales (Natural Killer: NK).*° Asimismo, las
células T asesinas naturales (NKTs) y células T y6 son linfocitos T que se encuentran en
la interseccidn de la inmunidad innata y adaptativa.*! En relacidn a la respuesta inmune
adaptativa, la misma es mediada principalmente por los linfocitos B y T, los cuales
interactian de forma coordinada con las células presentadoras de antigenos, en su
mayoria pertenecientes a la inmunidad innata. La activacién de los linfocitos B induce
su diferenciacion a células plasmaticas capaces de secretar anticuerpos. Por su parte,
los linfocitos T pueden diferenciarse en células T citotdxicas (CD8*) y células T auxiliares
o helper (Th, CD4*), con la capacidad de destruir células tumorales o infectadas por virus,

o bien mediar la activacién de otras células inmunes (Figura 3).42 43
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Figura 3. Componentes celulares y humorales del sistema inmune.

La inmunidad innata provee una respuesta inmediata ante una infeccion o la presencia de
productos endégenos generados por injuria tisular. El sistema inmune innato consiste en factores solubles
y proteinas, asi como diferentes células que incluyen granulocitos, mastocitos, macréfagos, células
dendriticas (DCs) y células asesinas naturales (NKs). La respuesta inmune adaptativa se desarrolla
posteriormente y consiste en anticuerpos, linfocitos By células T CD4* y CD8* que permiten una respuesta
altamente especifica contra un antigeno en particular. Las células yd y T asesinas son linfocitos citotéxicos
que se superponen en la inmunidad innata y adaptativa. Adaptado con modificaciones de Dranoff et. al.,
2014.%

1.2.2 Inmunidad Innata

Los organismos multicelulares dependen de gran medida del sistema inmune
innato como primera respuesta frente a la exposicién diaria a patégenos. Como células
efectoras del sistema inmune innato, los neutréfilos desempenan un papel fundamental
en diversos procesos inmunoldgicos e inflamatorios debido a que son las principales
células fagociticas en sangre periférica. En este sentido, son la primera linea de defensa
frente a infecciones bacterianas y micéticas, y también ayudan a combatir parasitos y
virus. Los neutrdfilos se originan diariamente en la médula ésea, aumentando hasta 10
veces su tasa de produccién, y pudiendo alcanzar un valor de 10*2 células por dia durante
una infeccion.** Son considerados células con una vida media corta debido a que
permanecen un tiempo limitado en circulacion. Al detectar patégenos o estimulos

inflamatorios, los neutréfilos abandonan la circulacién a través de un complejo proceso
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de adhesion celular, diapédesis y migracidon hacia el tejido lesionado, atraidos por un
gradiente quimico. De este modo, estas células presentan un repertorio de funciones
efectoras antimicrobianas que incluyen fagocitosis, formacion de trampas
extracelulares de neutrofilos (NETs, acronimo del inglés neutrophil extracelular traps) y
liberacion de citoquinas. Ademas, los neutréfilos cuentan con mecanismos que incluyen
la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS, acronimo del inglés reactive
oxygen species) por la NADPH oxidasa, y la liberacién de mieloperoxidasa (MPO),
enzimas hidroliticas (elastasa, lisozima y metaloproteasas de matriz) y otras proteinas
antimicrobianas como lactoferrina y defensinas, contenidas en sus granulos. Cabe
sefialar que el contenido de los granulos puede liberarse hacia los fagosomas o al
espacio extracelular actuando asi sobre patdgenos intracelulares o extracelulares,
respectivamente. La formacion de NETs involucra la liberacién del ADN de los neutrdfilos
activados al espacio extracelular constituyendo una malla que encierra histonas y las
moléculas antimicrobianas de los granulos, las cuales inmovilizan los patdgenos

previniendo su diseminacion, y facilitando su fagocitosis y eliminacién.*

Otro de los componentes celulares esenciales del sistema inmune innato son los
macrofagos, los cuales se distribuyen en tejidos linfoides y no-linfoides por todo el
organismo. Los monocitos generados a partir de progenitores en la médula ésea circulan
a través del torrente sanguineo y migran continuamente a diferentes tejidos donde se
diferencian en macréfagos derivados de monocitos o DCs derivadas de monocitos
(moDCs). A su vez, existen poblaciones de macréfagos establecidas, denominadas
macrofagos residentes de tejido, que derivan de progenitores embrionarios. Estos
progenitores en una etapa muy temprana de desarrollo fetal dan lugar a macrdéfagos
gue persisten y mantienen su reserva en la edad adulta. De acuerdo con su localizaciéon
tisular, estos macréfagos reciben una denominacidon en particular como microglia
(sistema nervioso central), células de Kupffer (higado), macréfagos alveolares (pulmaon),

osteoclastos (hueso), histiocitos (bazo y tejido conectivo) y células de Langerhans

(piel).*®

Los macréfagos son células posicionadas estratégicamente en todos los tejidos,
especializadas en reconocer y remover patdgenos, toxinas, residuos celulares y células

apoptéticas; presentando una funcién fundamental en los procesos de reparacion y

-15 -



Introduccion

remodelacidn tisular.*’ Considerando sus multiples funciones, estas células presentan
una notable plasticidad que les permite responder eficientemente a diferentes
estimulos y modificar su fenotipo. De esta manera, los macréfagos pueden dividirse en
dos subpoblaciones: Macrofagos M1 (activados clasicamente) y Macrofagos M2
(activados alternativamente). Sin embargo, dicha clasificacién es considerada
actualmente un enfoque demasiado simplificado debido al reconocimiento de un
espectro continuo de fenotipos entre M1y M2 en estudios in vivo. Cabe considerar que
la estimulaciéon con el factor de necrosis tumoral (TNF) y/o interferén (IFN) y o
lipopolisacarido (LPS) in vitro induce la polarizacion de los macréfagos hacia el perfil M1,
el cual presenta incrementado metabolismo glicolitico generando adenosin trifosfato
(ATP) a fin de sostener sus funciones fagociticas y microbicidas. Los macréfagos M1
activados presentan un fenotipo proinflamatorio caracterizado por la mayor expresion
de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS, acrénimo del inglés inducible nitric
oxide synthase), aumento de la produccidn de éxido nitrico (NO, acrénimo del inglés
nitric oxide) y ROS, y liberacidon de citoquinas como TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-12,
promoviendo una respuesta adaptativa proinflamatoria. Por el contrario, los
macrofagos M2 inducidos por estimulacidon con IL-4 e IL-13 presentan un fenotipo
inmunosupresor caracterizado por una disminucién en la presentacién antigénica a
linfocitos T y produccién de citoquinas antiinflamatorias. Estos macréfagos exhiben un
aumento en la respiracién mitocondrial y en el metabolismo de acidos grasos, regulando
de forma positiva las actividades asociadas a la remodelacién de la matriz extracelular.
En sintesis, los macréfagos M1 fagocitan y destruyen patégenos, eliminan células
tumorales y presentan Ags a células T induciendo una respuesta inflamatoria, la cual
puede producir dafio en el huésped si no es adecuadamente regulada. En cambio, los
macrofagos M2 muestran funciones antiinflamatorias, inmunoregulatorias, pro-

tumorales y de cicatrizacién tisular.*® 4’
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1.2.3 Células Dendriticas y polarizacion de la respuesta inmune

Los investigadores Ralph Steinman y Zanvil Cohn en 1973 identificaron una
poblacién de células caracterizadas por una morfologia estrellada y que eran
funcionalmente distintas a los leucocitos del bazo de ratdn. Estas células fueron
denominadas Células Dendriticas (DCs) en referencia a la palabra griega “dendron” la
cual significa drbol y alude a las prolongaciones citoplasmaticas que se interdigitan entre
si en estas células.”® En el afio 1980, estos autores demostraron que las DCs exhibian
una alta expresion de las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
l'y Il, y ademas tenian la capacidad de estimular a las células T de una manera inigualable
en los cultivos mixtos leucocitarios.”® El campo de la biologia de estas células ha crecido
de forma sorprendente desde entonces, considerando en la actualidad a las DCs como

reguladores esenciales de las respuestas inmunes tanto innatas como adaptativas.

Las DCs son las Células Presentadoras de Antigenos (CPAs) por excelencia del
sistema inmune, responsables de cerrar la brecha entre la inmunidad innata vy
adaptativa. En efecto, son reconocidas por su capacidad de captar, procesar y presentar
Ags alos linfocitos T virgenes, orientando el desarrollo de respuestas inmunes efectoras.
Ha sido establecido en los ultimos afios que el compartimiento de DCs esta organizado
en subpoblaciones complejas con diferente ontogenia y funciones particulares.>! 2 Las
DCs se originan a partir de progenitores de la médula ésea conocidos como progenitores
mieloides comunes (CMPs, acrénimo del inglés Common Myeloid Progenitors) como se
describe en la Figura 4. La expresién diferencial de distintos factores de transcripcién
impulsa la diferenciacién del CMP en dos subtipos celulares: el progenitor de
granulocitos-macréfagos (GMP, acronimo del inglés Granulocyte-Macrophage
Progenitor) y el progenitor de células dendriticas comun (CDP, acréonimo del inglés
Common Dendritic Cells Progenitor). En el caso del GMP, da origen a los monocitos los
cuales tienen la capacidad bajo ciertas condiciones de diferenciarse en moDCs. Por otro
lado, a partir del CDP surgen tanto la DC plasmocitoide (pDC) como la DC convencional
(cDC).>® Las pDCs son expertas en la sintesis de IFN tipo | tras la estimulacion viral,
mientras que las cDCs son células especializadas en la captura, procesamiento vy
presentacion de Ags a los linfocitos T virgenes, un proceso conocido como cebado de
células T (del inglés T-cell priming).>* A su vez, se pueden distinguir dos subpoblaciones
de cDCs, cuya distincién se sustenta por modelos genéticos murinos que han sido
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esenciales para definir las funciones especializadas de ambas subpoblaciones.>® Por un
lado, se encuentran las cDC1 que se caracterizan principalmente por la dependencia en
su desarrollo de los factores de transcripcion BATF3 e IRF8, y la expresion de ciertos
marcadores de superficie presentes en todas las especies, incluidos XCR1, CLEC9A,
CADM1, BTLA y CD26. Sin embargo, estas células se identificaron originalmente por la
expresion en su superficie de CD8a (residentes en dérganos linfoides) o CD103
(residentes de tejido periférico) en ratones>* >> y CD141 (BDCA-3) en humanos.>® >’ Por
otro lado, se han identificado las cDC2 caracterizadas por una alta expresién del factor
regulador de interferdn (IRF4) y las moléculas CD11b, CD1c y SIRPa (CD172a) utilizadas
como marcadores de esta poblacion.”® Ademds, dentro de la poblaciéon de cDC2 murina
se determinaron dos subconjuntos, uno dependiente del Factor 4 tipo Kruppel (KLF4,
acrénimo del inglés Kruppel-like factor 4), el cual parece ser esencial para montar
respuestas Th2 a ciertos estimulos, y otro subconjunto dependiente de seiales
especificas del tejido, recibidas a través del receptor Notch2, las cuales pueden informar
a las DCs de su entorno y, por lo tanto, guiar su diferenciacion y funcién. Este
subconjunto dependiente de Notch ha sido encontrado en bazo, pulmén y tejido linfoide
asociado al intestino.>® 89 Curiosamente, cDC1 y cDC2 se localizan en diferentes regiones
dentro de los tejidos linfoides y no-linfoides, lo que determina su capacidad de acceso
al Agy a las interacciones con otras poblaciones de células inmunes.®! ¢2 Esta localizacion
distintiva podria ser el resultado de la expresiéon diferencial de los receptores de
guimiocinas entre los precursores de cDC1 y cDC2, ya que las poblaciones Pre-cDC1 y

Pre-cDC2 expresan CXCR3 y CX3CR1, respectivamente.53 60
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Figura 4. Desarrollo y linaje de las Células Dendriticas.

Las células Madre Hematopoyéticas (HSCs: Haematopoietic Stem Cells) dan lugar a diversos
Progenitores Multipotentes (MPPs: Multipotent Progenitors), entre ellos el MPP4. Este se diferencia en
células mieloides de linaje restringido, llamados Progenitores Mieloides Comunes (CMPs: Common
Myeloid Progenitors). A partir del CMP, divergen dos subtipos de células, el Progenitor de Granulocitos-
Macroéfagos (GMP: Granulocyte—Macrophage Progenitor) que da origen al Progenitor de Monocitos
Comdun (cMoP: Common Monocyte Progenitor) del cual derivan los monocitos, que pueden diferenciarse
en DCs derivadas de monocitos (moDC), y al Progenitor de Granulocitos (GP: Granulocyte Progenitor) Por
otro lado, el CMP puede derivar en el Progenitor Monocito-Célula Dendritica (MDP: Monocyte—Dendritic
Cell Progenitor), del cual deriva el Precursor de Célula Dendritica Comun (CDP: Common DC Precursor). A
partir del CDP pueden diferenciarse las DCs plasmocitoides (pDC) y las DC convencionales tipo 1 (cDC1) y
tipo 2 (cDC2). Enlos recuadros se detallan los marcadores de cada poblacidn celular. Esta figura fue creada
usando Biorender, adaptada de Anderson et. al., 2020.53
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Al contrario de los neutrofilos y macrofagos que destruyen los Ags por fagocitosis
y subsecuente protedlisis en compartimientos altamente degradativos, las DCs han
desarrollado una via fagocitica regulada que consiste en el procesamiento del Ag y su
presentacion en las moléculas del MHC.%* En relacién a su funcionalidad, las ¢cDC1 en
términos generales presentan Ags exégenos a los linfocitos T CD8*, mediante un proceso
conocido como presentacion cruzada (Figura 5).5° ® Este proceso consiste en la
captacién de Ags exégenos, la carga de péptidos antigénicos procesados en moléculas
del MHC clase | y su presentacion a células T CD8* en tejidos linfoides.®” Dicho
mecanismo se requiere para iniciar una respuesta inmune citotdxica contra bacterias
intracelulares, virus y tumores; como también para mantener la tolerancia hacia
autoantigenos. La secuencia de eventos en el proceso de presentaciéon antigénica
comprende dos vias principales referidas como “vesicular”, involucrada en
procesamiento de Ags bacterianos y “citosélica”, implicada en la presentacién de Ags
virales y tumorales.®® En los dltimos afios, numerosos modelos experimentales en
ratones, donde evaluaron la funcion de las cDC1, han resaltado la potencia de estas
células en la modulacién de la inmunoterapia contra el cancer a través de la activacién
de células T CD8* especificas de Ags tumorales, conocidas como Linfocitos T Citotdxicos
(LTCs).%° 0 En paralelo, las cDC1 son importantes productoras de IL-12, considerada una
citoquina clave para la diferenciacidon de las células T CD4* helper tipo 1 (Th1). Estas
células se asocian con una inmunidad protectora contra patégenos y virus intracelulares
por su capacidad de sintetizar IFN-y y el Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-c.. 71 7273 74
Ademas, las células Thl son las principales responsables de activar y regular el desarrollo
y la persistencia de los LTCs, por lo que se han convertido en un blanco importante en
las terapias contra el cancer.”> En referencia al subconjunto de cDC2, presenta
principalmente Ags solubles a las células T CD4*, regulando asi las respuestas inmunes
frente a patégenos extracelulares, parasitos, hongos y alérgenos. En particular, las cDC2
dependientes de KIf4 son mas eficientes para el priming de las células Th induciendo la
polarizacién hacia el perfil Th2, regulando asi la respuesta inmune tipo |l contra parasitos
y alergenos. Por otro lado, aquellas cDC2 dependientes de Notch2 modulan la respuesta
inmune tipo lll, tipicamente asociada a linfocitos Th17, dirigida contra patégenos
extracelulares, microbiota intestinal, y promotora de respuestas inmunes humorales a

Ags solubles que se encuentran en circulacion sanguinea. °! >3 (Figura 5). Sin embargo, a
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pesar del evidente compromiso de los diferentes subconjuntos de DCs con un
determinado perfil de respuesta inmune, un nimero importante de trabajos han
demostrado que el tipo de Ag capturado, asi como el contexto y el microambiente en el
cual es capturado, determinan el fenotipo del subconjunto de DCs encargadas del
priming de las células T.”® Por ejemplo, existe suficiente evidencia que involucra a las
moDCs en la conduccidn de respuestas Th1 durante la infeccién con diversos patégenos
o ciertos estimulos inflamatorios.”” 78 72 Ademads, un estudio reciente ha demostrado el
papel de la poblacién cDC2 en la conduccién de una respuesta Thl después de la
inmunizacién intranasal con un adyuvante de mucosa. En estas circunstancias, la
eliminacidn dirigida y especifica de esta poblaciéon de cDC2 redujo la respuesta Thl de
memoria en el pulmdn, y anulé la produccidon de anticuerpos especificos luego de la
inmunizacién.® Es importante destacar que las DCs son consideradas una poblacién con
una remarcable plasticidad, capaces de modificar su perfil transcripcional de forma
especifica de acuerdo a los diferentes estimulos con el objetivo de polarizar la respuesta
de las células T de manera apropiada. En este sentido, las sefales recibidas por las DCs,
ya sea directamente del patégeno o de su entorno inmediato, son determinantes
importantes de la funcién de las mismas y del destino final de la respuesta inmune

generada.?! &
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Figura 5. Funciones especializadas de las Células Dendriticas Convencionales.

Las Células Dendriticas Convencionales tipo 1 (cDC1) son células especializadas en la regulacion
de las respuestas inmunes tipo | mediante la activacién de las células T CD8" citotdxicas y el priming de las
células T CD4* helper 1 (Th1). Estas cDC1 son una fuente indispensable de IL-12 y son necesarias para la
inmunidad a infecciones intracelulares tanto virales, como bacterianas y parasitarias. Ademads, cuentan
con la capacidad Unica de adquirir Ags asociados con las células huésped, a través de la presentacion
cruzada de Ags, la cual es esencial para la eliminacidn de patdgenos, y las respuestas inmunes
antitumorales. Las Células Dendriticas Convencionales tipo 2 (cDC2) regulan las respuestas inmunes tipo
Il frente a parasitos, hongosy alérgenos, siendo necesarias las cDC2 dependiente de KIf4 para la expansion
de las poblaciones de células T CD4* helper 2 (Th2). A su vez, las cDC2 dependientes de Notch2, controlan
las respuestas inmunes tipo lll, siendo una fuente necesaria de IL-23, IL-6 y TGF-B, lo que permite la
diferenciacion de las células T CD4* helper 17 (Th17). También se ha demostrado que estas cDC2 regulan
las respuestas de anticuerpos a través de la induccidn de una respuesta centro germinal a Ags solubles en
organos linfoides, favoreciendo ademas la induccién de células T CD4* helper foliculares (Tfh). TCR:
Receptor de célula T. TLR: Receptor tipo Toll. Adaptado con modificaciones de Anderson et. al., 2020.>3
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Ademas de su heterogeneidad ontogénica, las DCs presentan gran variabilidad
en relacidén con su estado funcional y fenotipico. Las cDCs son inicialmente inmaduras
(iDCs) y requieren de diferentes sefales para iniciar su proceso de maduracion, el cual
es indispensable para mejorar la capacidad de interaccidon de las DCs con los linfocitos
T. La transicion entre la iDC y su estado de maduraciéon (mDC) ocurre en condiciones
fisiolégicas o estables (del inglés stable steady) o frente a un proceso inflamatorio en
respuesta a diferentes sefiales como el reconocimiento de PAMPs o DAMPs, o estimulos
enddgenos como citoquinas inflamatorias, hormonas y células apoptdticas.®® Las iDCs
durante el proceso de maduracion (Figura 6) no solo modifican su aspecto adquiriendo
mayor cantidad de prolongaciones citoplasmdticas, sino que ademdas regulan
negativamente la fagocitosis, perdiendo asi la capacidad para internalizar y procesar
Ags. Asimismo, estas células muestran una mayor migracion a los ganglios linfaticos,
probablemente impulsada por una mayor expresion del receptor de quimiocinas C-C 7
(CCR7).84 El receptor CCR7 interacciona con las quimiocinas CCL19 y CCL21, las cuales se
expresan en las células endoteliales linfaticas y venas del endotelio alto de las zonas T
de los drganos linfaticos secundarios, sitios a los cuales se dirigen las DCs que han
iniciado su proceso de maduracién. A su vez, las DCs regulan positivamente la expresiéon
de moléculas co-estimuladoras de superficie como CD40, CD80 y CD86, y las moléculas
del MHC | y Il durante su maduracion.”® Las cDCs maduradas en condiciones estables,
reciben constantemente sefiales del tejido donde se encuentran, ya sea Ags propios,
citoquinas inmunosupresoras, células apoptodticas, entre otras; y migran a tejidos
linfoides donde inducen y mantienen la tolerancia inmune por lo propio.?> 8 En cuanto
a las DCs que migran en respuesta a un proceso inflamatorio, éstas reciben diferentes
sefiales de peligro dependiente del contexto, lo que las convierte no solo en mDCs, sino
también inicia un proceso de maduracién funcional, que termina en la activacion de las

DCs de manera que puedan dar sefiales especificas de polarizacion a los linfocitos T.76 8
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Figura 6. Inmunobiologia de las Células Dendriticas.

Una vez diferenciadas, las DCs se encuentran en un estadio inmaduro (iDC) actuando como
centinelas en los tejidos periféricos, donde continuamente internalizan antigenos (Ags), tanto propios
como extrafios. Después de la captura del Ag y de su procesamiento, las DCs migran al tejido linfoide
drenante e inician un proceso de maduracion fenotipica, incrementando la expresién de moléculas co-
estimulatorias como CD40, CD80 y CD86, moléculas MHC clase Il y el receptor de quimiocinas (CCR)-7,
convirtiéndose en DCs maduras (mDC). En el tejido linfoide, las mDCs presentan complejos MHC clase II-
péptido en la superficie celular, y se activan generando la produccion de citoquinas, tales como
interleuquina-12 (IL-12), el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, IL-10, entre otras. Esto permite la
activacion de las células T (Li T) y la polarizacion de la respuesta inmune dependiendo del tipo de Ag
capturado y de las sefiales ambientales recibidas. HSC: Células Madre Hematopoyéticas. Adaptado con
modificaciones de Hackstein & Thomson, 2004.%¢

Las interacciones entre los linfocitos T virgenes y las DCs constituyen la piedra
angular de la inmunidad adaptativa. Este contacto denominado sinapsis inmune (del
inglés immune synapses) ocurre principalmente en los nddulos linfaticos secundarios
donde las mDCs establecen la exploracidn hasta interaccionar con los linfocitos T, los
cuales experimentan la activacion y subsecuente amplificacion.?” 8 En este contexto, el
sistema inmune presenta una notable capacidad de gatillar distintas respuestas inmunes
contra diferentes patégenos (Figura 7).8° En efecto, la activacion de la DC por diversos
ligandos de los TLRs induce la produccion de IL-12. Esta citoquina es esencial para la
diferenciaciéon de la célula T CD4* hacia el perfil Thl, tanto en ratones como en

humanos,®® y la produccién de IFN-y a través de un mecanismo dependiente del factor
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de transcripcion STATA4. En particular, el regulador maestro del perfil Th1 es el factor de
transcripcion T-bet, el cual es responsable de la induccidn de la sintesis de IFN-y y de la
cadena B2 del receptor de IL-12 (IL-12RB2). En este sentido, la presencia de la IL-12
refuerza el programa transcripcional Th1l mediante la induccion de la expresién de T-
bet.%! Asi, las células Th1 productoras de IFN-y estimulan la inmunidad contra bacterias
intracelulares y virus promoviendo la activacion de células NK y la expansion de LTCs

que matan las células infectadas.®

Aunque existe un amplio conocimiento de los mecanismos implicados en las
respuestas Thl inducidas por las DCs, las sefiales derivadas de mDCs en el inicio y la
regulacion de la diferenciacién de las respuestas Th2 son menos conocidas en la
actualidad.®? Las células efectoras Th2 producen las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13, que en
conjunto instruyen a la respuesta inmune antiparasitaria y humoral, y se encuentran
implicadas en el desarrollo de alergias (Figura 7). Por lo cual, diversos estimulos
microbianos (helmintos, LPS bacterianos, virus) y no microbianos (alérgenos, alimentos,
venenos) estimulan las respuestas Th2. Los mecanismos efectores asociados a este perfil
de linfocitos involucran principalmente reacciones inmunes mediadas por IgE,
mastocitos y eosindfilos, asi como la activacion de los macréfagos M2 implicados en la
reparacion del tejido.®® El factor de transcripcion especifico de linaje para Th2 es
GATA3.%4 En efecto, GATA 3 estd presente en bajos niveles en linfocitos T virgenes y
células CD4* recientemente activadas, sin embargo, su expresiéon es inducida en
condiciones de ausencia de IL-12 y presencia de IL-10.%> Asimismo, ha sido demostrado
que la sefalizacion mediada por la unién de ligando de OX40 (OX40L), presente en la
superficie de varias CPAs (incluidas las cDC2), con OX40 (CD134) expresado en las células

T CD4*, conduce a la polarizacién hacia la respuesta inmune Th2.%

Las células T helper 17 (Th17) identificadas en el afio 2005,°’ se caracterizan por
la produccién de la citoquina IL-17 y expresan los receptores huérfanos relacionados al
acido retinoico (ROR) yt y RORa considerados factores de transcripcidn especificos del
linaje Th17 (Figura 7).°® ®° Varias citoquinas han sido relacionadas en los diferentes
estadios de la diferenciaciéon Th17 como TGF-B, IL-6, IL-1, IL-23 e IL-21. En particular, IL-
6 y TGF-B actian en las etapas tempranas de la diferenciaciéon de las células Th17,

mientras que IL-23 desempefia un rol destacado en la Ultima etapa de su desarrollo para
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su expansion y sobrevida.'% 191 Ademds, IL-1 sinergiza con IL-6 e IL-23 en la regulacion
de la diferenciacidon de Th17 y mantiene la expresion de citoquinas en las células Th17
efectoras.'? La activacion del factor de transcripcion STAT3 a través de las vias de
sefializacion mediadas por las citoquinas IL-6, IL-21 e IL-23 es esencial en la regulaciéon
de las células Th17. En este sentido, IL-6 regula directamente el balance entre las células
Th17 y T reguladoras (Treg) Foxp3* mediante la inhibicién de la expresion de Foxp3

inducida por TGF-B y la induccion de la transcripcién de RORyt.103

Evidencias recientes sugieren que las células Th17 constituyen una poblacién
heterogénea capaz de adoptar dos fenotipos, denominados patogénico (pTH17) y no-
patogénico (no-pTH17). Ambos fenotipos, inducidos por factores ambientales vy
genéticos, presentan un rol esencial en la inmunidad adaptativa, especialmente en la
defensa del huésped contra infecciones extracelulares bacterianas y fungicas,
enfermedades autoinmunes y céncer.!03 104 105 F| hecho de que células T virgenes se
conviertan en células pTh17 y no-pTH17 depende de las citoquinas presentes en el
medio durante el proceso de diferenciacidn. En efecto, la estimulacién de células T CD4*
con la combinacion de citoquinas TGF-B3/IL-6, IL-1 B/IL-6/IL-23 o TGF-B1/IL-6/IL-23 in
vitro conduce a la diferenciacidn de células pTh17 que expresan RORyt y son capaces de
secretar citoquinas inflamatorias como IL-17, IL-21, IL-22 y factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF). Por otra parte, TGF-B1/IL-6 induce no
solo la expresion de RORyt, sino también los factores de transcripcion relacionados a IL-

10, caracteristicas de las células no-pTh17.%

Por otro lado en la periferia, las células T CD4* pueden diferenciarse en células
Th reguladoras inducibles (iTreg) que limitan la inflamacién y establecen tolerancia
inmunoldgica.l% Las células iTreg se puede distinguir de las Treg naturales derivadas del
timo debido a que estas Ultimas expresan el factor de transcripcidon Helios.%” Sin
embargo, ambos tipos de Treg expresan el factor de transcripcion Foxp3 y su expresion
sostenida es esencial para el mantenimiento del fenotipo Treg y su funcidén supresora
(Figura 7).1% La sefializacion de TGF-B e IL-2, secretadas por ejemplo por las DCs, son
determinantes importantes de la diferenciacion de las iTreg, ya que ambas citoquinas
inducen la expresion de Foxp3.1% 199 Ademds, la expresidon del receptor inhibitorio

inmune BTLA (atenuador de linfocitos By T) en las cDCs y el acido retinoico derivado de
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éstas, impulsan la diferenciacion de iTreg in vivo mediante la regulacion negativa de

moléculas asociadas a otros subconjuntos de células T efectoras CD4*.110 111 112

Por ultimo, dentro de los perfiles de células Th mas caracterizados, se encuentran
las células Th foliculares (Tfh) especializadas en ayudar a los linfocitos B. Estas células se
localizan en areas de linfocitos B dentro de los érganos linfoides secundarios donde se
asienta la formacién del centro germinal, la maduracidn de la afinidad y el cambio de
isotipos de anticuerpos. '3 La via de diferenciacion de las células Tfh es un proceso que
involucra diversos pasos que requieren generalmente sefiales tanto de los linfocitos B
como de las DCs. La sefalizacion a través de IL-6 y el co-estimulador inducible de
linfocitos T (ICOS) inician el programa de diferenciacién de Tfh al promover la expresién
de proteinas que definen este perfil inmune, incluidas las proteinas BCL6 (proteina 6 del

linfoma de células B), CXCR5 e [L-21.114 115

En definitiva, el entorno tisular en el que las DCs capturan el Ag posee un impacto
notable en su capacidad para inducir programas de diferenciacion particulares de células
Th, condicionando asi el tipo de respuesta inmune desarrollado. De manera que las DCs
son consideradas el cerebro de la inmunidad, y por ello explorar su capacidad
inmunomoduladora resulta una gran oportunidad para el tratamiento del cancer, las
enfermedades autoinmunes y la prevencién de los rechazos de trasplantes, asi como

para aumentar las defensas inmunitarias del hospedador.
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Figura 7. Polarizacion de la respuesta inmune por las Células Dendriticas.

La deteccidn de distintos patdgenos o sefales provenientes de su entorno inmediato, a través de
distintos receptores de reconocimiento de patdgenos (PRRs), programa a las DCs para dirigir distintas
clases de respuestas de células CD4* T helper. La activacion y secrecidn de I1L-12p70 induce la polarizacién
de la respuesta inmune a un perfil Thl, productor de IFN-y. Ademads, frente a ciertos estimulos, las DCs
adquieren la capacidad de producir IL-6, TGF-B e IL-23 favoreciendo la diferenciacién de las respuestas
Th17, caracterizadas por la secrecidn de IL-17. Por el contrario, algunas sefiales inhiben la produccién de
IL-12p70 por parte de las DCs pero estimulan la secrecién de IL-10 y, por lo tanto, sesgan el equilibrio
hacia las respuestas Th2 o Treg. TCR: Receptor de células T. Adaptado con modificaciones de Pulendran,
2015.%°

1.2.4 Células Dendriticas en inmunoterapia antitumoral

Para que una respuesta inmunitaria contra el cancer conduzca a la destruccién
eficaz de las células tumorales, se debe iniciar una serie de eventos escalonados y
permitir que continlen y se expandan de manera iterativa. Estos eventos constituyen el
ciclo de inmunidad contra el cdncer integrado por 7 pasos fundamentales (Figura 8).116
En el primer paso del ciclo, los neoantigenos creados por oncogénesis son liberados y
luego seran capturados por las DCs para su procesamiento. Para que esto produzca una
respuesta de células T efectiva, debe ir acompafiado de sefiales que induzcan el tipo de
inmunidad deseada y asi evitar la tolerancia periférica a los Ags tumorales. Estas sefales
inmunogénicas deben incluir citoquinas proinflamatorias y factores liberados por las
células tumorales en el proceso de muerte. A continuacién, las DCs deben presentar los

Ags tumorales procesados en el contexto de las moléculas MHC I y Il a las células T (paso
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2), resultando en el priming y la activacion de la respuesta de las células T efectoras
contra los Ags especificos del tumor (paso 3). Posteriormente, las células T efectoras
activadas migran (paso 4), infiltran el lecho neoplasico (paso 5) donde reconocen y se
unen especificamente a las células cancerosas a través de la interaccion entre su TCR y
el Ag unido al MHC (paso 6) y finalmente, matan a las células malignas diana (paso 7).
Este ultimo evento promueve la liberacion de Ags adicionales asociados al tumor (paso
1 nuevamente) para aumentar la amplitud y profundidad de la respuesta en ciclos
sucesivos.!1®
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Figura 8 Ciclo de inmunidad contra el cancer.

La generacion de inmunidad antitumoral es un proceso ciclico que puede auto-propagarse,
dando lugar a una acumulacién de factores inmunoestimuladores que en principio deberian amplificar las
respuestas de las células T. Este ciclo se caracteriza ademas por los factores inhibitorios que conducen a
mecanismos inmunes regulatorios, los cuales pueden detener el desarrollo o limitar la respuesta inmune.
Este ciclo se puede dividir en 7 pasos principales, comenzando con la liberacion de antigenos de la célula
tumoral y terminando con la destruccidn de las células cancerosas. DCs: Células Dendriticas, CPA: Célula
Presentadora de Antigeno. Adaptado con modificaciones de Chen et. al., 2013.116

Con el advenimiento de la inmunoterapia en los ultimos afios, se ha
revolucionado el tratamiento de muchas neoplasias malignas sdlidas y hematoldgicas.
En este aspecto, ha habido enormes avances en diferentes terapias como la de bloqueo

de puntos de control inmunoldgico, la administracion de células adoptivas utilizando
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leucocitos infiltrantes de tumores (TILs) y las estrategias de vacunacion dirigidas a
diferentes pasos del ciclo de inmunidad antitumoral para mejorar la funcionalidad de las
células T.''” Dado que las DCs juegan un rol clave en el inicio y regulacién de la respuesta
inmune innata y adaptativa, y ademads estdn involucradas en los primeros pasos del ciclo
de inmunidad contra el cancer, existe actualmente un gran interés en modular su
funcién para mejorar la inmunoterapia antitumoral. Es por ello, que en los ultimos afios
se han desarrollado diversas estrategias a fin de manipular a las DCs con el propésito de

optimizar la respuesta inmune contra el cancer.'7 118

Cabe resaltar que hasta la fecha un nimero mayor de 200 ensayos clinicos del
uso de vacunas a base de DCs como inmunoterapia antitumoral han sido
completados.'® Este tipo de terapia implica la diferenciacion in vitro de DCs autdlogas
a partir de monocitos CD14* o progenitores de monocitos CD34* aislados de sangre
periférica del paciente. No obstante, otra estrategia consiste en la purificacion de los
distintos subconjuntos de DCs de origen natural (cDC1 o cDC2) en sangre periférica del
paciente, seguido de su amplificacién in vitro. Posteriormente, las DCs obtenidas
mediante la diferenciacién de progenitores o purificaciéon, contactan con Antigenos
Asociados a Tumores (AATs) para permitir su captacién en presencia de un adyuvante
(Figura 9).''° Luego de su manipulacion ex vivo, las DCs maduradas y activadas
especificamente con los AATs son reinyectadas a los pacientes.!?’ Este tipo de
vacunacién con DCs se asocia con toxicidades limitadas y bajos efectos secundarios
potenciales, por lo que se considera un enfoque terapéutico seguro.''® Hasta el
momento, se encuentra disponible una Unica vacuna de DCs como inmunoterapia del
cancer aprobada por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de Estados
Unidos denominada Sipuleucel-T (comercialmente Provenge). Esta vacuna utilizada en
casos de cancer de préstata avanzado donde la terapia hormonal no esta funcionando,
consiste en la obtencién de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
autdlogas que incluyen a las CPAs y son activadas ex vivo con una proteina de fusiéon
recombinante. Esta proteina de fusidon consta de la fosfatasa acida prostatica como Ag

especifico de préstata y el GM-CSF como activador de células inmunes.'?!
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Figura 9. Obtencion, produccion y administracion de vacunas basadas en Células Dendriticas.

Flujo de trabajo para la generacién de vacunas de Células Dendriticas (DCs). Mediante
leucoféresis se aislan los monocitos de sangre periférica, los cuales son diferenciados in vitro mediante el
agregado de citoquinas como GM-CSF e IL-4 a DCs derivadas de monocitos (moDCs). Luego se procede a
la activacidn ex vivo de las DCs con un adyuvante y en paralelo se produce la captacion de los antigenos
(Ags). Estos Ags pueden provenir de las mismas células tumorales del paciente luego de ser extraidas y
procesadas de la manera correcta. Finalmente, las DCs autdlogas son reinyectadas en el paciente con el
objetivo de inducir células T especificas del Ag con efectos secundarios minimos. Adaptado con
modificaciones de Tanyi et. al., 2018.1%°

A pesar de la capacidad de la mayoria de las vacunas basadas en DCs para inducir
una respuesta inmune contra un Ag especifico, se desconoce el motivo por el cual estas
vacunas han mostrado una eficacia limitada hasta la fecha, por lo que la mayoria de los
pacientes aun no se benefician con este tratamiento y deben recurrir a terapias
tradicionales que son mas agresivas.'?? Uno de los principales obstaculos encontrados
es que debido a la presidn ejercida por la inmunidad antitumoral, pueden surgir
variantes de las células cancerosas que logren aprovechar las capacidades de las DCs
para promover la tolerancia inmunoldgica. De la misma manera, la presentacién de AATs
en ausencia de sefiales co-estimuladoras conduce a la anergia de las células T.1%3
Ademads, la expresién de moléculas inhibitorias puede limitar la actividad efectora de las

células T. En particular, la unidn del receptor CTLA-4 (acronimo del inglés Cytotoxic T-
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Lymphocyte Antigen 4) expresado en la superficie de los linfocitos T, a las moléculas
CD80 y CD86 en DCs, envia sefiales negativas de activacion a las células T.12% En el caso
de la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1) expresada en linfocitos T
activados, su union a los ligandos de PD-1 (PDL-1y PDL-2) presentes en la superficie de
las DCs y otras células del microambiente tumoral, inhiben la proliferacion, activacion y

funcion de las células T activadas regulando de forma negativa la respuesta inmune. 12°

Asimismo, entre los factores asociados a la ausencia de un beneficio terapéutico
en los pacientes, se incluye el microambiente tumoral (TME, acrénimo del inglés Tumor
Microenvironment) anormal, caracterizado por vasos sanguineos disfuncionales.'2®
Desde el punto de vista morfoldgico, los vasos sanguineos del tumor se caracterizan por
ser tortuosos, dilatados y distribuidos de manera desigual, con células endoteliales
adyacentes que se unen débilmente entre si.'?’ Estas caracteristicas conducen a una
perfusién sanguinea alterada con reduccion del flujo sanguineo y restriccion del
suministro de oxigeno, nutrientes y agentes terapéuticos, incluidos los anticuerpos y las
células inmunes. Como consecuencia de la hipoxia resultante y el bajo pH se induciria la
produccién de moléculas inmunosupresoras en el TME.'?8 En este sentido, la terapia de
normalizacién de los vasos sanguineos del tumor procura restaurar la integridad
vascular con la finalidad de mejorar la perfusion del tumor, aminorar la hipoxia y
potenciar la inmunidad antitumoral.1?° De lo expuesto anteriormente, se puede inferir
gue la tolerancia inducida por el tumor y su microambiente constituye una dificultad
fundamental a superar para alcanzar el potencial maximo de las DCs aplicadas a la
inmunoterapia contra el cancer.

Existe actualmente gran interés en la investigacion de procedimientos
alternativos de maduracion de las DCs, con el propdsito de evitar la tolerancia y lograr
optimizar las terapias basadas en vacunaciones con DCs.''” Una de las variables a
considerar para mejorar la eficiencia de las vacunaciones con DCs es la optimizacion en
la captacidn de AATs por las DCs.23° Los AATs son Ags celulares autdlogos generados por
las células tumorales, los cuales pueden ser producto de genes mutados, Ags producidos
por virus oncogénicos, Ags oncofetales, glicolipidos y glicoproteinas alterados, Ags de
diferenciacidn especificos para un tipo celular y proteinas celulares sobre-expresadas o
expresadas de manera aberrante. Entre los AATs de uso mds frecuente en la clinica para
cargar las DCs in vivo o in vitro, se encuentran los Ags de diferenciacion como el Ag
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asociado a melanoma (MART1) o |la fosfatasa acida prostatica (PAP); los Ags asociados a
virus como las proteinas derivadas del Virus del Papiloma Humano y el Virus de Epstein-
Barr; neoantigenos mutados que involucran proteinas mutadas especificas para cada
tipo de cancer y Ags tumorales completos que corresponden a lisados del material
tumoral autélogo o alogénico bajo condiciones de muerte celular.’3! Cada una de estas
estrategias de seleccidn de AATs tiene sus ventajas y desventajas. En particular, las
vacunas de DCs cargadas con Ags tumorales completos tienen como ventaja que
presentan una seleccién de AATs de acuerdo con el tipo de cancer del paciente, sin
necesidad de identificar a los neoantigenos. Asimismo, contienen factores adicionales
de activacién de las DCs que mejoran la inmunidad con un reducido riesgo de inducir
variantes de escape inmunolégico, pueden provocar inmunidad contra multiples
tumores utilizando diferentes lisados y son mas econdmicos.*3® 31 por otro lado, las
principales desventajas incluyen la dificultad en el acceso al material tumoral autélogo,
la compatibilidad sub-6ptima que se presenta al utilizar material alogénico, y la

variabilidad y falta de control de |a calidad de los AATs.3?

Como ha sido mencionado anteriormente, existen diversos mecanismos
impulsados en el TME que perturban las funciones de las DCs, lo que resulta en una
activacion insuficiente de las células T y la induccién de tolerancia a los AATs. Una
manera de sortear este inconveniente es incrementando la inmunogenicidad de las
células cancerosas moribundas o muertas que se utilizan para cargar las DCs.'3° Se ha
demostrado que la metodologia utilizada para preparar la carga de las células tumorales
puede influir en el potencial inmunogénico in vivo de las vacunas de las DCs que
captaron esas células tumorales.'32 133 Hasta el momento, se han descritos diferentes
modalidades de tratamientos capaces de potenciar la inmunogenicidad de las células
cancerosas en el contexto de las vacunas de DCs. Estos tratamientos pueden mejorar la
inmunidad antitumoral, ya sea, induciendo respuestas inmunes contra neoantigenos
tumorales, o bien aumentando selectivamente la exposicidn o liberacion de DAMPs que
pueden activar el sistema inmune innato. Algunos de los métodos aplicados en modelos
preclinicos y estudios clinicos para mejorar el potencial inmunogénico de la carga de
células tumorales son la irradiacion Ultravioleta (UV), modalidades inductoras de
oxidacion y los tratamientos de choque térmico.'3° En relacidn a la luz UV se considera

una radiacion electromagnética no ionizante con una longitud de onda entre 100 y 400
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nm. Existen tres tipos principales de rayos UV ordenados desde menor energia/mayor
longitud de onda a mayor energia/menor longitud de onda: UVA, UVB y UVC. La
radiacion de luz UV en las células produce dafio en el ADN con el consecuente arresto
de la transcripcién y/o replicacién conduciendo finalmente a la muerte celular.’3* En
particular los procedimientos estandar para inducir la muerte celular mediante
irradiacion UVB, dan como resultado una poblacién mixta de células tumorales viables,
apoptoticas y necréticas. Es importante sefialar que las células tumorales tratadas con
luz UVB son fagocitadas de manera eficiente por las DCs, lo que conduce a una
maduracion fenotipica y una mayor produccion de IL-12,'%° principalmente si luego de
la irradiacién se realiza una purificacién adicional enriqueciendo la fraccion de células
apoptoticas.t3> Ademds, ha sido demostrado que las DCs humanas que captan células
tumorales apoptéticas irradiadas con luz UV presentan una mayor efectividad para
generar LTCs en relacion a las DCs pulsadas con lisados celulares obtenidos mediante

ciclos de congelacion-descongelacién.!3®

Con el advenimiento del concepto de muerte celular inmunogénica (ICD,
acrénimo del inglés Immunogenic Cell Death), la cual implica una muerte celular capaz
de inducir una respuesta inmune antitumoral eficaz, en contraste con la apoptosis
silenciosa (no inducida) que es no inmunogénica; existen evidencias que la induccién de
ICD podria reforzar los efectos terapéuticos de la quimioterapia, radioterapia e
inmunoterapia.’® En este contexto, se ha demostrado que las células cancerosas
sometidas a ICD exhiben una excelente capacidad inmunoestimuladora debido a la
expresion de una serie de DAMPs criticos que actian como potentes senales de peligro.
Hasta el momento los principales DAMPs estudiados que tienen un papel como
potenciadores inmunoldgicos incluyen las chaperonas como la ecto-calreticulina (ecto-
CRT) y las proteinas de shock térmico (HSPs) expuestas en la superficie celular (sefial de
"cdmeme"), el ATP (sefial de "encuéntrame") y la proteina de la caja 1 del grupo de alta
movilidad (HMGB1) liberados al medio extracelular.?3® 13° En efecto, la unién de DAMPs
a los RRPs expresados en las DCs inicia la cascada celular que resulta finalmente en la
activacion de las respuestas inmunes innatas y adaptativas. Por este motivo, existen

actualmente estudios clinicos abocados al desarrollo de vacunas terapéuticas basadas
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en DCs aprovechando los enfoques novedosos para la induccién de ICD en células

tumorales.118

La frecuencia de vacunacién y el sitio de inoculacidon también son puntos a tener
en cuenta a la hora de la optimizacion de esta terapia. En este sentido, se ha observado
que las vias de vacunacidon con acceso a los ganglios linfaticos drenantes como la
subcutanea, intradérmica, intraganglionar e intralinfatica mejoran ampliamente la

respuesta clinica en cancer de préstata y en carcinoma de células renales.'4°

Otro aspecto fundamental para considerar en el desarrollo de vacunas
antitumorales basada en DCs, es el estado de maduracién de las células que van a ser
reinyectadas al paciente. Por esta razén, uno de los aspectos mas estudiados para
mejorar la efectividad de las vacunaciones es la valoracién de distintos factores de
maduracion, ya que las DCs en ausencia de los factores apropiados inducen tolerancia a
las células T. Actualmente, el céctel de citoquinas considerado como el estandar de oro
para la maduracion de DCs incluye TNF-a, IL-1B, IL-6 y Prostaglandina Ex (PGE;).1# 142 A
pesar de que este coctel incrementa los marcadores de maduracion y el receptor CCR7
de direccionamiento a ganglios linfaticos, no es capaz de inducir la produccién de IL-12
por las DCs, la cual es una citoquina esencial para la diferenciacién del perfil Th1.1** En
efecto, la IL-12 ha sido reconocida como una de las citoquinas con mayor potencia en la
mediacién de la actividad antitumoral en una diversidad de modelos preclinicos.'#?
Ademads, la estimulacién de las DCs con PGE; induce la expresiéon de la enzima
indolamina 2,3-dioxigenasa-1 (IDO1), encargada de la degradacién de triptéfano a
quinurenina, constituyendo un mecanismo eficaz de modulaciéon de la respuesta
inmune.'# La expresion de IDO1 mediada por PGE; y la produccién de quinurenina,
resulta en la generacidn de células Treg y la inhibicién de la capacidad aloestimuladora.
Dado que PGE; es considerado como indispensable para que la DC migre a los nédulos
linfaticos, no puede ser simplemente omitido en los regimenes de maduracion.'* Es por
esto que numerosos estudios estan dirigidos a la busqueda del agregado de otros
compuestos capaces de madurary activar a las DCs de manera mas eficiente. Entre ellos
han sido analizados diversos agonistas especificos de los receptores de tipo Toll (TLRs).
La utilizacién de estos ligandos de TLRs se fundamenta en que la activacién de estos

receptores de la inmunidad innata gatilla una potente activacién de las DCs, por lo cual
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se generarian células con una capacidad superior de producir citoquinas y con alta
capacidad migratoria.l*® En este aspecto, el ligando de TLR3 Poly(l:C) induce la activacion
de las DCs, particularmente las cDC1, contribuyendo a la eliminaciéon del tumor en
modelos animales.'*” 8 Asimismo, diversos ligandos de TLR7/TLR8 como el
Resiquimod,'*® el Imiquimod y otras imidazoquinolinas son eficientes en la activacién de
pDCs y cDCs humanas. Sin embargo, presentan la desventaja de que su aplicacién es
mayormente tdpica.'*° De acuerdo a lo esperado, con el cActel de citoquinas y agonistas
de TLRs se obtuvieron DCs maduras con una elevada expresion de los marcadores de
activacion CD80 y CD83, junto con una capacidad migratoria superior y una mayor
secrecién de citoquinas (IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12), comparado con DCs maduradas
solamente con las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-1B. No obstante, las DCs
estimuladas con PGE; y agonistas de TLRs fallaron en el procesamiento y la presentacion
cruzada de péptidos complejos como péptidos largos, proteinas o lisados tumorales que
podrian ser necesarios para la generacién de una vacuna antitumoral efectiva.'>! Cabe
destacar, que la naturaleza de estos adyuvantes y agentes activantes condiciona su
accion en cada subconjunto de DCs ya que su eficacia depende del perfil de RRP
expresado por cada subpoblacidon.''® Ademds, se han observado muchos efectos
adversos al administrar estos compuestos principalmente debido a su naturaleza
sintética. Por ejemplo, Poly(l:C) no ha sido bien tolerado en estudios clinicos,'>? y en
consecuencia actualmente se encuentran en estudio variantes desarrolladas de este

compuesto que tienen como objetivo reducir la toxicidad.*t’
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CAPITULO 3

1.3.1 Hormonas Tiroideas y Sistema Inmune

El conocimiento de la interaccidn entre el sistema inmune y las HTs ha adquirido
relevancia en los ultimos afios, de manera que actualmente las HTs son reconocidas por
desempeiiar un rol esencial en las células inmunes y sus respuestas asociadas.
Efectivamente, todas las células del sistema inmune expresan TRs indicando su

importancia en la fisiologia del sistema inmune.®

Inicialmente, las investigaciones estuvieron principalmente dirigidas al efecto de
las HTs sobre la poblacion de linfocitos T y B, evidenciando la contribucidon de estas
hormonas en la respuesta inmune adaptativa (Figura 10). Diversos estudios han
demostrado la accidn de las HTs en linfocitos T y células T de linfoma murino (TCLs). Al
respecto, T3 y T4 estimulan la proliferacion de los linfocitos T y de las TCLs en respuesta
a mitdgenos. El efecto de las HTs sobre la proliferacion de TCLs involucra la activacién
no-gendmica de la isoforma zeta atipica de la proteina quinasa C (PKC() y ERK %,
activacion del factor de transcripcion NFkB y la inducciéon gendmica de la iNOS y del
TR.13 Asimismo, ha sido demostrado que la interaccion de las HTs con la integrina avf33
en la membrana de las TLCs desencadena vias de senalizacidon intracelulares que
concluyen en la estimulacion de la transcripcion y la produccion de factores
angiogénicos.'>* 1> 156 por otro lado, existen evidencias de que el tratamiento de
linfocitos T con HTs reduce la expresion de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2, induce la
produccién de ROS y disminuye el potencial transmembrana mitocondrial, conduciendo
a su muerte celular por apoptosis.’>” Cabe sefialar que los linfocitos T de pacientes con
Enfermedad de Graves presentan un incremento en la apoptosis en comparacién con
individuos eutiroideos.’®” 158 Del mismo modo, las HTs acttian sobre los linfocitos B los
cuales expresan el TRa..*>® En este sentido, las HTs regulan positivamente la linfopoyesis
de las células B considerando que la frecuencia de las células del linaje B se reduce
significativamente en las cepas de ratones que presentan defectos en el eje
pituitario/tiroideo y que la produccion normal de precursores de linfocitos B es
dependiente de las HTs.1®0 161 Estudios recientes en ratones que presentan una

mutacion en el TRa causante de resistencia a las HTs evidenciaron una reduccion de
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linfocitos B en circulacion, médula ésea y bazo, mediante la supresion de reguladores

claves en la linfopoyesis de las células B.%2

A pesar de que numerosos estudios han abordado el efecto de la patologia
tiroidea y el sistema inmune, algunos resultados son controvertidos por lo cual es dificil
establecer una correlacidn directa entre las condiciones de hiper o hipotiroidismo y la
funcién inmune.'> 8 En particular, ha sido reportado que pacientes con hipotiroidismo
suelen presentan inmunodeficiencias con un aumento significativo en la susceptibilidad
a las infecciones;'%® en tanto que pacientes que sufren sepsis grave, shock séptico o
hemorragico tienen una mayor incidencia de hipotiroidismo concurrente.'®* 165 E|
hipotiroidismo experimental en roedores se asocia con una disminucién en la actividad
timica y la involucién del bazo y los ganglios linfaticos, efectos restablecidos por la
administracién de HTs.1%® 167 En relacion a nifios con diagndstico de hipotiroidismo
congénito, se ha descripto una deficiencia severa de los niveles séricos de IgA e IgM.
Ademas, se observé una correlaciéon positiva entre las concentraciones de dichas
inmunoglobulinas en suero y los niveles de T4 libre, asi como con la severidad del
hipotiroidismo congénito.'®® Por otro lado, los pacientes con hipertiroidismo
manifiestan con frecuencia desequilibrios en las respuestas inmunes, incluyendo una
produccidon anormal de anticuerpos, tanto aumentada como disminuida.'®® A su vez se
ha documentado, que el hipertiroidismo en ratones disminuyd la cantidad de células
CD4* y CD8* en el timo, pero aumentd la cantidad de ambas poblaciones en sangre

periférica.t’®

Por lo que se refiere a la inmunidad innata, sus principales células como
neutrdfilos, células NK, macréfagos y DCs son consideradas actualmente células blanco
de la accidn de las HTs.? 8 En el caso de los neutréfilos (Figura 10), expresan elementos
esenciales requeridos para la entrada de las HTs a la célula, su metabolizacién
intracelular y su accidn a través de sus receptores. Como se menciond anteriormente, la
capacidad de los neutréfilos de eliminar patdgenos es mediada por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la generacién de ROS mediante la enzima
NADPH oxidasa. En este sentido, ha sido establecido que los niveles circulantes de las
HTs afectan la generacién de ROS por parte de los neutrdfilos.r’t En particular, la

administracion de T3 a ratas aumenta la actividad del estallido respiratorio de PMNs
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aislados de sangre periférica con un incremento en la actividad de NADPH oxidasa y
MPO, resultando finalmente en una mayor produccién de ROS.172 173 Estos resultados
concuerdan con los descriptos en pacientes con Enfermedad de Graves y con adenoma
téxico donde se observd que los PMNs presentaban una mayor produccidon de ROS,
especificamente perdxido de hidrégeno y superdxido. 174 17> Sin embargo, los efectos in
vitro de las HTs sobre los neutrdfilos exhiben resultados contradictorios, sugiriendo que
los efectos de estas hormonas sobre estas células no pueden ser explicados Unicamente
por accién directa. En adicion a los efectos de los niveles circulantes de las HTs, el
metabolismo intracelular de estas hormonas presenta un rol fundamental en la funcién
de los neutrdéfilos durante infecciones e inflamacidn. En efecto, los neutréfilos tanto de
ratones como de humanos expresan las enzimas responsables de la metabolizacién de
HTs D1y D3. De esta manera las HTs (principalmente T4) entra a la célula y puede ser

activada por D1 o inactivada por D3, regulando asi los niveles intracelulares de T3.176 177

Existen escasos estudios que relacionen las acciones de las HTs con células NK.°
Al respecto, algunos resultados sugieren que las HTs modulan la sensibilidad de las
células NK murinas al IFN-y.1’® Ademds, ha sido demostrado que T3 incrementa tanto el
numero como la actividad de las células NK y que dicho efecto es mds pronunciado en

ratones de mayor edad.'”?

A pesar de algunos resultados controvertidos respecto a las isoformas del TR que
se expresan en los macréfagos, ha sido demostrada la presencia de TRa y TRB en las
distintas especies estudiadas. Es importante destacar que los macréfagos murinos
expresan ademds la integrina avp3 en la membrana plasmatica.!’? ? La evidencia actual
demuestra que los estados relacionados al desbalance de los niveles circulantes de las
HTs afectan considerablemente el metabolismo y la funcién de los macréfagos (Figura
10). Particularmente, la estimulacion del sistema inmune en ratas hipertiroideas reveld
una disminucidn en la migracién de monocitos y produccion de ROS. Por el contrario, el
hipotiroidismo aumentdé la capacidad fagocitica y la produccién de ROS por los
macrofagos, sin afectar su migracién celular.’® Estudios in vitro demostraron que las
HTs incrementan la interaccidn celular con bacterias y la destruccidn intracelular de las
mismas en macrofagos murinos y humanos. En estas condiciones, la actividad

bactericida de los macréfagos fue promovida por la expresion de iNOS inducida por T3
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y T4, generando NO a través de la interaccién de las hormonas a la integrina avf33.%%! De
acuerdo con estos hallazgos, la administracién de T4 a ratones indujo un aumento en la
actividad fagocitica de los macréfagos obtenidos del exudado peritoneal.'® Respecto al
fenotipo de los macréfagos inducido por las HTs, T3 induce la polarizacién hacia un perfil
M1 con funciones proinflamatorias, microbicidas y antitumorales, a la vez que inhibe la
expresion de genes caracteristicos del perfil M2.18 Otro punto a considerar en relacion
a los efectos de las HTs en los macréfagos, es el metabolismo intracelular de estas
hormonas. En efecto, ha sido demostrado la expresion de la enzima D2, como asi
también de los transportadores MCT8 y 10 en macréfagos murinos y humanos.*® Un
estudio mas reciente ha reportado que la menor expresion de la enzima D2 en
embriones de peces cebra, aumentd su mortalidad durante la meningitis neumocécica.
A su vez los macrdfagos derivados de médula dsea de ratones que presentan el gen Dio
2 delecionado (D2 knockout) exhibieron una fagocitosis alterada y una respuesta de
citoquinas parcialmente reducida a la estimulacion con la endotoxina bacteriana LPS.'”’
En conjunto, estos resultados indican que la regulacién adecuada de la concentracién
intracelular de la HT activa T3, es esencial para la funcidn proinflamatoria de los

macrdéfagos a través de una combinacién de mecanismos gendmicos y no gendmicos.'’?
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Figura 10. Accidn de las HTs sobre células de la Inmunidad innata y adaptativa.

Principales efectos reportados de las HTs, T3 y T4, sobre diferentes células del sistema inmune
como Granulocitos (Neutroéfilos), Monocitos y Macréfagos y Linfocitos T y B. TCLs: células T de linfoma
murino. Esta figura fue creada usando Biorender, adaptada de Montesinos & Pellizas, 2019.°
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1.3.2 Hormonas Tiroideas y Células Dendriticas

El papel de las HTs en el inicio de la respuesta inmune y su efecto en el
direccionamiento de la respuesta adaptativa fue abordado hace mds de una década. En
este sentido, el grupo donde se realizé esta tesis doctoral reportd en el afio 2008 los
primeros hallazgos del efecto de T3 sobre las caracteristicas y funcionalidad de las DCs,
consideradas el puente entre la inmunidad innata y adaptativa.’®> En particular, se
evidencid por primera vez la expresién de TRs en DCs derivadas de médula dsea de
ratén, tanto en iDCs como en aquellas maduradas con LPS, presentando principalmente
la isoforma TRB1 con una sorprendente localizacion preferentemente citoplasmatica
(Figura 11). Se demostrd, ademas, que niveles fisiolégicos de T3 incrementan la
expresion de marcadores de maduracién en las DCs (MHC Il, CD80, CD86 y CD40) vy la
secrecién de IL-12. Asimismo, la hormona concedié a las DCs una mayor capacidad para
inducir la proliferacién de células T virgenes alogénicas y la produccidn de la citoquina
efectora IFN-y en cultivos mixtos leucocitarios, favoreciendo asi la diferenciaciéon a un

perfil Th1.18

Estudios posteriores del grupo revelaron que este efecto de T3 sobre las DCs
podria ser mediado, al menos en parte, por la sefalizacion de TRB1 a través de un
mecanismo de accidén dependiente de Akt y NF-kB. En este sentido, fue demostrada la
participacién de la via de Akt independiente de la activacion por PI3K como responsable
de la accidén de T3, asi como el rol esencial del TRB1 en este efecto y a NF-kB como un
nuevo factor de transcripcion responsable de la expresion del TR.18¢ 187 por otro lado,
este mecanismo de seializacién intracelular fue inhibido por glucocorticoides,
contrarrestando asi los efectos inducidos por T3 sobre las DCs.'®8 En concordancia con
los resultados iniciales en DCs murinas de nuestro grupo, se reportd que el estado
metabdlico tiroideo influye en el fenotipo y funcion de las DCs humanas en sangre
periférica.’® 1% Los autores demostraron ademas que T3 en combinacién con el factor
de maduracion de DCs, CD40 ligando (CD40L), favorece la capacidad de las DCs para
incrementar la proliferacion y la secrecion de IL-12 en células mononucleares de sangre

periférica bajo la estimulacién no especifica con Concavalina A. 18°

El mecanismo de accién de las HTs incluye el transporte a través de la membrana

y el metabolismo intracelular, siendo ambos procesos cruciales en los efectos inducidos
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por las HTs en sus células diana como fue demostrado en macréfagos y neutréfilos.t’’

183191 En relacidn con las DCs, el grupo de investigacion donde se realizé la presente tesis
reportd los primeros hallazgos de estos procesos en DCs murinas.'®? En efecto, las DCs
expresan los transportadores MCT10 y LAT2, y las deiodasas D2 y D3 con capacidad
funcional de metabolizar las HTs. Asimismo, las DCs transportan HTs hacia el interior y
exterior celular, con preferencia de T3 sobre T4 en la captacion y de T4 sobre T3 en el
proceso de eflujo de estas hormonas. Por otra parte, este estudio revelé que T4 no
ejerce efectos sobre la maduracion y funcionalidad de las DCs murinas en las condiciones
evaluadas, sugiriendo la existencia de un mecanismo de regulacién homeostatico que
prevendria la activacion de las DCs circulantes por la accion de T4 y que ésta se

restringiria a sitios de activacion de las células mediado por aporte de T3 local.

Cabe sefalar que estudios in vitro e in vivo del laboratorio, profundizaron el
impacto de T3 sobre el balance entre diferentes respuestas proinflamatorias vy
tolerogénicas.’®3 En este sentido, T3 estimuld la produccién de las citoquinas TNF-a, IL-
6, IL-23 e IL-1B en DCs, responsables del direccionamiento hacia células Th17. En
concordancia, los esplenocitos alogénicos co-cultivados con DCs maduradas en
presencia de T3 secretan niveles mas altos de IL-17, encontrdndose, ademads, a la
poblacién de linfocitos T-yd como una de las principales productoras de dicha citoquina.
A su vez, T3 disminuyd la expresidn de las moléculas inhibitorias PDL-1y 2 en las DCs, la
frecuencia de células Treg e incrementé la expresidon de PD-1 en los linfocitos T, lo que
estaria asociado a una inhibicion de la tolerancia inmune. Estos hallazgos sugieren un
rol de T3 en la regulacion del potencial inmunogénico de las DCs, aspecto involucrado
en el desarrollo de una inmunidad protectiva en infecciones y cancer. Por otro lado, las
DCs estimuladas con T3 en procesos autoinmunes podrian tener implicancia negativa
relacionada a la induccidén de una respuesta inmunogénica y la inhibicién de una

respuesta tolerogénica.'®*

En funcidn de lo expuesto en el apartado 1.2.4, las DCs presentan caracteristicas
Unicas para ser consideradas como una eleccién ideal en la vacunacion antitumoral. La
inmunoterapia basada en DCs evoca las respuestas de células T citotdxicas especificas
de Ags tumorales que contribuyen a la restricciéon de la progresién y/o erradicacion

tumoral.'%> En particular, la presentacion cruzada del Ag es esencial para la induccién de

-43 -



Introduccion

una respuesta de linfocitos T CD8* citotéxica especifica del tumor.’®® En esta
perspectiva, resultados del grupo demostraron que T3 le confiere a las DCs de una mayor
capacidad para realizar presentacidn cruzada de Ags in vitro y estimular una respuesta
citotdxica Ag-especifica in vivo.'®” 197 Al mismo tiempo, el tratamiento con T3 aumentd
la sobrevida de las DCs probablemente a través de la fosforilacién de Akt inducida por
la hormona.8 187 Asimismo, T3 incrementd la expresidn del receptor de quimiocinas
CCR7 y como consecuencia su migracion a ganglios linfaticos, considerado un evento
critico para la activacion de los linfocitos T (Figura 11). En efecto, ha sido reportado que
las DCs en ratones que expresan CCR7 migran a los ganglios linfaticos e inducen de
manera eficiente un rapido aumento en el nimero de células en estos érganos, mientras
gue por el contrario las DCs de ratones deficientes para CCR7 son incapaces de realizar

este proceso. %8

En funcién de los resultados mencionados en relacién con las HTs y las DCs, se
establecié en nuestro laboratorio un modelo murino de vacunacién antitumoral de
melanoma basado en DCs estimuladas ex vivo con T3 en presencia de ovoalbimina
(OVA) como unico Ag tumoral. Este tratamiento fue capaz de aumentar el porcentaje de
animales libres de tumor, retrasar la aparicidén y el crecimiento de los tumores en los
ratones afectados aumentando su sobrevida.'®” 7 Asimismo, este protocolo de
vacunacion indujo una prominente infiltracién de células T CD8" intra-tumorales, lo cual
ha sido asociado con una mayor sobrevida libre de enfermedad y/o general en diversos
tipos de tumor.’® Notablemente, los linfocitos aislados de bazo de los ratones
portadores de tumor que recibieron la vacunacion con DCs tratadas con T3, secretaron
mayores niveles de IFN-y en cultivo en comparacidn con los esplenocitos de los animales

vacunados con DCs no estimuladas con la hormona.
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Figura 11. Mecanismo de accion de las Hormonas Tiroideas sobre las Células Dendriticas
y sus efectos en la polarizacion de la respuesta inmune.

La accidén de T3 resulta en la maduracién fenotipica de las DCs regulando positivamente la
expresion de moléculas co-estimuladoras (MHC I, CD80, CD86 y CD40). A su vez, fomenta su activacion
funcional promoviendo la secrecién de citoquinas proinflamatorias (IL-12, IL-6, IL-23, IL-13 y TGF-1)
impulsando asi, respuestas adaptativas que favorecen el desarrollo de células Th1, Th17, Tyd productoras
de IL-17 y células T citotdxicas. Por el contrario, se restringe la poblacién Treg. Las DCs condicionadas con
T3 aumentan la expresidon de CCR7, lo que favorece su migracién a los ganglios linfaticos. Ademas, T3
reduce la expresiéon de PDL en las DCs, modulando este punto de control inmunoldgico. Las DCs
incorporan T3 con mayor eficacia que T4 a través de los transportadores MCT10 y LAT2. Una vez dentro,
las HTs son metabolizadas por D2 (conversidn de T4 en T3) y D3 (inactivacion de T3). Estas células expresan
principalmente TRB1. Tras la unién de T3 a TRPB1, Akt se activa favoreciendo la translocacidon nuclear de
NF-kB, que actia como un factor de transcripcion regulando positivamente la expresidon de TRB1. Una
sefializacidon de T3-TRP1 intacta es esencial para los efectos inducidos por T3 sobre las DCs. Adaptado de
Montesinos & Pellizas, 2019.°
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2. OBJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL

La creciente evidencia recopilada en las ultimas décadas ha revelado una
interaccion bidireccional entre las HTs y el sistema inmune. Efectivamente, las HTs
modulan la funcién de los diferentes actores involucrados en la inmunidad innata y
adaptativa. En este contexto, el grupo de trabajo donde se realizé la presente tesis
doctoral inicid los estudios de la accién de las HTs sobre las DCs y su impacto sobre las

respuestas inmunes adaptativas.

En esta perspectiva y sobre la base de los antecedentes presentados, el Objetivo
General de esta tesis doctoral implica la profundizacion del efecto de las HTs sobre la

induccion de respuestas inmunes adaptativas a través de las DCs.

Es importante destacar el rol de las HTs en el desarrollo de una respuesta
antitumoral y los hallazgos previos en el modelo murino de melanoma, los cuales
enfatizan y destacan el uso de DCs maduradas en presencia de T3 como una alternativa
para potenciar la inmunidad tumoral mediada por células T. En funcién de lo expuesto,
resulta imprescindible analizar la eficacia de la inmunoterapia desarrollada en otros
modelos tumorales, asi como iniciar el estudio del efecto de las HTs en las DCs humanas,
considerando la posible transferencia futura de los resultados obtenidos en modelos

murinos a la clinica humana.

En este sentido, se abordd el estudio de nuevas aristas involucradas en el efecto

de las HTs sobre las DCs mediante los objetivos especificos descriptos a continuacién.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar una estrategia de vacunacién para el tratamiento antitumoral

basada en la manipulacion de DCs estimuladas con T3 en presencia de un Ag tumoral.

1.1.

1.2.

Estudios in vitro:

1.1.a) Inducir inmunogenicidad en las células tumorales a través de irradiacion
UVB.

1.1.b) Evaluar la captacién de Ags provenientes de las células tumorales por las
DCs.

1.1.c) Estudiar las modificaciones en la expresién de marcadores de maduracion
celular inducidas por T3 en DCs expuestas a Ags tumorales.

1.1.d) |Investigar el efecto de T3 sobre la produccion de citoquinas

proinflamatorias en DCs expuestas a Ags tumorales.

Estudios in vivo:

1.2.a) Evaluar la capacidad de la estrategia de vacunacién de generar una

respuesta antitumoral in vivo:
1.2.a.1) Analizar el crecimiento tumoral luego de la inoculacién de las DCs.
1.2.a.2) Caracterizar la respuesta inmune antitumoral inducida y evaluar las
poblaciones inmunes involucradas.

1.2.b) Estudiar el efecto de IL-17 como mediador de la eficacia antitumoral.

2- Analizar el efecto de las HTs sobre las caracteristicas y funcionalidad de DCs

humanas (huDCs).

2.a) Investigar los efectos de T3 sobre la maduracion de las huDCs.

2.b) Analizar la produccién de citoquinas por las huDCs luego de la estimulacién con

T3.

-47 -



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ratones

Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 (B6; H-2b) wild type (WT) y
transgénicos IL-17A/F doble knockout (IL-17 KO).?°° Los animales fueron mantenidos en
bioterio a 25°C con ciclos de luz-oscuridad, recibiendo alimento y agua ad libitum, bajo
condiciones libre de patdgenos especificos y usados entre 6-10 semanas de edad. Los
protocolos de uso de animales estuvieron en concordancia con la guia para el uso y
cuidado de animales de laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos (NIH) y el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC) de
la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cordoba (Resolucion HCD N°

1525/14).

3.2 Preparacion y cultivo de las DCs

Las DCs inmaduras (iDCs) fueron diferenciadas a partir de progenitores de
médula ésea, extraidos del fémur de ratones C57BL/6 WT y cultivados en medio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco) suplementado con 10% suero fetal bovino
(SFB), 1% de penicilina-estreptomicina, en presencia de GM-CSF (factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos) en una atmaésfera humidificada con 5% de CO;
en aire a 37°C. Al octavo dia de cultivo, mds del 85% de las células no adherentes
colectadas (iDCs) expresaron el marcador CD11c determinado por citometria de flujo.8
Estas células fueron tratadas con 3,3’,5-triiodo-L-tironina (T3, 10 nM, DC+T3) por 18
horas a 37°C. Cultivos paralelos fueron mantenidos sin estimulo y usados como

controles (DC). La concentracion final de los diluyentes usados fue idéntica en cada

cultivo, independientemente de los tratamientos individuales.

La concentracion de T3 utilizada en los ensayos se selecciond de acuerdo con
estudios previos del grupo de investigacién, donde se realizaron curvas de dosis-
respuesta (0,05 nM-500 nM), obteniendo la mayor respuesta en el rango de 5 nM. 18> 186
187 188 Ademds, la concentracion de T3 (10 nM) utilizada en esta tesis doctoral

corresponde a una concentracion fisolégica, de acuerdo a diversos reportes en donde
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evaluaron los efectos de T3 en cultivos celulares con concentraciones de T3 en el rango
de 1-10 nM.201 202 203 204 | 3 hormona T3 (Sigma-Aldrich, USA) fue preparada de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. Para descartar una posible contaminacion de
T3 con endotoxinas, evaluamos el contenido de LPS luego de la reconstitucion de la
hormona, el cual arrojé valores inferiores a 0.015 Ul/ml (limite de deteccion), medido

por la prueba de Limulus (Limulus amebocyte lysate assay, Sigma-Aldrich).

3.3 Analisis del fenotipo de DCs murinas

Luego de los tratamientos realizados, las DCs fueron lavadas dos veces con buffer
fosfato salino (PBS) suplementado con SFB al 2%. Posteriormente, las células fueron
incubadas con los siguientes anticuerpos (Acs) durante 30 minutos a 4°C: APC-anti-
CD11c, y PE.Cy7-anti-CD86 (BD Biosciences, USA) para realizar la marcaciéon de
superficie. Las células fueron procesadas en un citémetro de flujo (FACSCanto Il o LSR

Fortessa X-20 BD Biosciences) y analizadas con el software FlowJo (USA).

3.4 Cultivo e induccion de apoptosis de las células tumorales MC38

Las células MC38 derivadas de adenocarcinoma de colon murino fueron
cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich)
suplementado con 10% de SFB, 2 mM de glutamina, 0,1 mM de aminodacidos no
esenciales, 0,1 mM de piruvato de sodio, y 1% de penicilina-estreptomicina en una
atmodsfera humidificada con 5% de CO; en aire a 37°C. Cuando las células MC38 llegaron
al 70% de confluencia se les realizé un lavado con PBS sin levantar las células de la placa
de cultivo y posteriormente fueron expuestas a radiacion ultravioleta (UV)-B (1 J/m2)
por 5 minutos. Inmediatamente después, se les agregd 5 mL de medio completo
(DMEM, 5% SFB) y se cultivaron durante 24 horas. Las células apoptéticas y necrdticas
(MC38-Apo/Nec) fueron analizadas mediante PE-Anexina V y 7-aminoactinomicina D (7-
AAD) usando el Kit | de deteccién de Apoptosis (BD Biosciences) por citometria de flujo

como fue descripto.?%>
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3.5 Ensayo de captacion de antigenos

Luego de la irradiacion con luz UVB, las células MC38-Apo/Nec fueron tefidas
con el colorante PKH26 (Sigma-Aldrich) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las células fueron lavadas dos veces con PBS y obteniendo luego una
suspension de 2x107 células por mL en Diluyente C. Seguidamente, 4 ul del colorante
PKH26 fueron diluidos en 1 mL de Diluyente C, para luego ser agregados a la suspension
celular anterior, seguido de un suave pipeteo para homogenizar la muestra. Luego de 5
minutos de mezclado periddico, la reaccidn de tincidn fue finalizada tras la adicion de
un volumen equivalente (2 mL) de suero. Finalmente, las células teiidas fueron
centrifugadas, resuspendidas, transferidas a un nuevo tubo y lavadas 2 veces con 10 mL

de medio completo para asegurar la remocidén total del colorante no unido.

Las células MC38-Apo/Nec tefiidas (MC38PKH26) fueron co-cultivadas con las DCs
en presencia o ausencia de T3 (10 nM) en una relacién 1:3 (MC38-Apo/Nec:DC) por
diferentes tiempos (0,5- 2 -5 - 24 horas) a 37°C. Luego del co-cultivo, las células fueron
lavadas con PBS e incubadas por 30 minutos a 4°C con un anticuerpo APC-anti-CD11c.
Posteriormente se procedié al andlisis por citometria de flujo. Las DCs que fueron
capaces de captar Ags provenientes de las células MC38-Apo/Nec fueron definidas como
células doble positivas para PKH26 y APC. El control de captura no especifica de MC38-
Apo/Nec se establecié mediante el co-cultivo de ambos tipos celulares a 4°C durante los

tiempos sefialados precedentemente.

3.6 Estimulacion de las DCs con antigenos tumorales

Las iDCs fueron co-cultivadas con las células MC38-Apo/Nec en un en una
relacion 3:1 (DC:MC38-Apo/Nec) en presencia o ausencia de T3 (10 nM). Luego de 18
horas, las células fueron lavadas 2 veces con PBS para proceder a su tincidon con los
siguientes anticuerpos (BD Biosciences, eBioscience, Biolegend) de superficie: APC-anti-
CD11c, PE.Cy7-anti-LAG (pro-TGF-B), PE.Cy7-anti-CD86, y las citoquinas intracelulares:
PE-anti-IL-12 y Alexa Flior488-anti-IL-6. Para ello, las células fueron expuestas a
Brefeldina A (10 pg/ml; Sigma) y/o Monensina (40 pg/ml, BD Biosciences) durante las
ultimas 4 horas de cultivo, luego fueron levantadas y marcadas con los anticuerpos para

la deteccidn de las moléculas de superficie por 30 minutos a 4°C. A continuacién, las
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células fueron fijadas con Cytofix/Cytoperm y PermWash Buffer (BD Biosciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante y luego marcadas con la concentracidn éptima
del anticuerpo monoclonal anti-citoquina.'®® Posteriormente, las células fueron
adquiridas en un citémetro de flujo (FACSCanto Il o LSR Fortessa X-20) y analizadas con

el software FlowlJo.

3.7 Modelo tumoral in vivo y protocolo de inmunoterapia basada

en DCs

La linea celular singénica de cancer de colon MC38 fue utilizada para inducir el
tumor en ratones C57BL/6 WT o IL-17K0.2% Las células MC38 se mantuvieron en cultivo
como se describié previamente y para levantarlas se utilizé PBS y 0,025 % de tripsina-
EDTA a 37°C. Para la induccion de los tumores, las células MC38 se lavaron 2 veces en
PBS; se contaron las células viables y 5 x10° células se inyectaron por via s.c. en 100 pl

de PBS en el flanco izquierdo de los ratones de 6-8 semanas de edad (dia 0).

Se establecieron 3 grupos de vacunacion: 1) se inyectd sélo PBS (CONTROL), 2)
se inyectaron DCs cargadas con Ags de las células MC38-Apo/Nec (DC), y 3) se inyectaron
DCs cargadas con células MC38-Apo/Nec estimuladas con T3 (DC+T3). Las DCs tratadas
en las condiciones expuestas en el apartado 3.6 se lavaron 2 veces con PBS, fueron
resuspendidas 1.5x10° DCs en 100 pl de PBS y administradas por via s.c. en el flanco
derecho de los ratones portadores de tumor en los dias 1, 3, 5, 7 y 9 luego de la

inoculacion de las células tumorales MC38.

El crecimiento del tumor fue monitoreado por palpacion siendo detectado a
partir del quinto dia, y mediante el tamafio tumoral medido cada 2-3 dias con un caliper
digital Vernier. El volumen tumoral fue determinado utilizando la siguiente férmula: V =
(D x d?) / 2, donde V es el volumen (mm?3), D es el didmetro mayor (mm) y d es el
didmetro menor (mm).*8” 207 L os animales fueron sacrificados en los dias 15 o0 21 luego

de la inoculacidn de las células tumorales, dependiendo del experimento a realizar.
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3.8 Obtencion de esplenocitos y linfocitos del ganglio drenante del

tumor de ratones

El dia 15 luego de la inyeccidn de las células MC38 a los animales, se extrajeron
los bazos y ganglios linfaticos drenantes del tumor. En el caso de los esplenocitos fueron
obtenidos mediante disgregacién mecanica del tejido y posterior lisis de los gldébulos
rojos.1®3 Por otro lado, los nddulos linfaticos fueron disgregados de forma mecanica y
posterior tratamiento enzimatico con 2 mg/mL de Colagenasa y 50 U/mL de DNasa |
(Roche) durante 30 minutos en agitaciéon. Luego las suspensiones celulares obtenidas de

los ganglios fueron filtradas utilizando membranas de nylon de 70 um.

Los esplenocitos (1x108) y linfocitos de ganglios linfaticos (5x10°) fueron
cultivados en RPMI suplementado con 10% SFB y 1% de penicilina-estreptomicina e
incubados en presencia o ausencia de lisados de las células MC38. Luego de 72 horas,
las células fueron procesadas para analizar las diferentes poblaciones de linfocitos y las
citoquinas producidas mediante citometria de flujo. Se procedié ademas a la recoleccién
del sobrenadante de cultivo donde se realizé la deteccién de citoquinas mediante el

ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

Para la obtencion de los lisados de las células MC38, las mismas se levantaron
con 0,025% de tripsina-EDTA a 37°C y posterior a la centrifugacidon se suspendieron
5x10° células/mL en PBS. A continuacion, las células fueron sometidas a 5 ciclos de
congelamiento-descongelamiento (nitrégeno liquido, 55°C, vortex) y posterior a la

centrifugacidn se conservo el sobrenadante a -80°C.

3.9 Caracterizacion de poblaciones celulares y determinacion de la

produccion de citoquinas

La caracterizaciéon de las poblaciones celulares en esplenocitos y linfocitos de
ganglio se realiz6 mediante citometria de flujo. Para la tincion de citoquinas
intracelulares las células fueron tratadas con Brefeldina A (10 pg/mL) o Monensina (40
pug/mL) durante las Ultimas 4 horas de cultivo. A continuacion de la tincion superficial
por 30 minutos a 4°C, las células fueron fijadas y permeabilizadas utilizando Foxp3

Staining Buffer Set (eBioscience) o Cytofix/Cytoperm y PermWash Buffer segin
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corresponda, siguiendo los procedimientos indicados por el fabricante. Posteriormente,
se procedid a la tincién intracelular utilizando diferentes combinaciones de los
siguientes anticuerpos anti-raton (BD Biosciences, eBioscience, Biolegend): Alexa Fluor
488-anti-CD3, PerCPCy5.5/FITC anti-CD4, FITC/PECy7-anti-CD8, APC-anti-IFN-y y PE-anti
IL-17. Las muestras fueron adquiridas en los citdmetros FACSCanto Il y LSR Fortessa, y

posteriormente analizadas utilizando el software FlowJo.*®3

3.10 Determinacion de citoquinas en sobrenadantes

La cuantificacion de IL-12, IFN-y e IL-17 fue determinada en los sobrenadantes de
cultivos celulares utilizando kits comerciales de ELISA (BD Biosciences). Los anticuerpos
de captura fueron: anti-ratén (producidos en rata) IL-12 p40/p70, IFN-y e IL-17. Los
anticuerpos de deteccidn incluyeron: anti-ratdn (producidos en rata) IL-12 p40/p70, IFN-
v e IL-17 acoplados a biotina. La estreptavidina acoplada a peroxidasa y el 4cido 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) fueron utilizados como enzima y

sustrato, respectivamente.’®3

3.11 Ensayo de inmunofluorescencia

Los tumores fueron extraidos y congelados inmediatamente en nitrégeno
liquido. Posteriormente, se cortaron secciones de 5 pm mediante criostato, las cuales
fueron fijadas con acetona fria, se dejaron secar a temperatura ambiente y se

almacenaron a -80°C.

Para proceder con la inmunomarcacioén, los cortes se dejaron 10 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se lavaron 2 veces con PBS por 10 minutos. Las
muestras fueron fijadas con metanol por 7 minutos y luego lavadas con PBS-Tween
0,2%. El bloqueo de sitios inespecificos se realizé en solucién de bloqueo [PBS (pH 7,4),
Tween 0,2%, 2% BSA] durante 25 minutos. La incubacidn con el anticuerpo primario se
realizé en solucidn de bloqueo durante toda la noche a 4°C utilizando una dilucién 1:50
del anticuerpo monoclonal de rata anti-CD31 de ratén (CALTAG Laboratories, Invitrogen,
USA). Las muestras se lavaron 3 veces cada 10 minutos con PBS-Tween, y se procedio a
incubar durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad con el anticuerpo

secundario de cabra anti-IgG de rata conjugado con Alexa Fluor 594 (dilucién: 1:200,
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Abcam, Reino Unido). Posteriormente, se realizaron 3 lavados cada 10 minutos con PBS-
Tween y los nucleos fueron tefiidos con 1 pug/ml de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
durante 5 minutos. Luego, se procedié a montar los cubreobjetos utilizando FluorSave
(Calbiochem, USA). Finalmente, las imagenes se procesaron con el software ImagelJ 2

(Instituto Nacional de Salud: NHI, USA).

3.12 Aislamiento del Acido Ribonucleico (ARN)

La extraccién de ARN fue realizada acorde al protocolo basado en el método de
Chomczynski y Sacchi.?®® Los tumores fueron extraidos y congelados inmediatamente en
nitrogeno liquido y conservados a -80°C hasta su utilizacion. Los tejidos fueron
disgregados mediante un homogeneizador de tejido con el agregado de 1 mL de Trizol
cada 50 - 100 mg de tejido (Invitrogen, USA). Posteriormente, se adiciond 0,2 mL de
cloroformo por cada mL de Trizol. La mezcla se agité vigorosamente, se incubd 5
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000 xg durante 15 minutos a 4°C.
El ARN presente en la fase acuosa superior fue recuperado, precipitado con isopropanol
y centrifugado a 12.000 xg a 4°C por 15 minutos. El precipitado se lavd con etanol 75%,
se centrifugd a 8000 xg por 15 minutos a 4°C, fue secado en estufa a 37°Cy finalmente
disuelto en agua libre de nucleasas. Posteriormente, se procedid a la determinacién de
la concentracién de la solucién de ARN mediante su absorbancia a 260 nm. A fin de
evaluar la calidad de la muestra obtenida se analizé la relacidn de absorbancias entre
260 y 280 nm. Luego, se evalud la integridad del material extraido mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

3.13 Transcripcidn reversa y reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real (RT-qPCR)

El ARN mensajero (3 pug de ARN total) fue transcripto reversamente a cDNA por
incubacién con 0,25 uM de primers degenerados oligo dT12VG, 4 ul de 5x RT buffer(250
mM Tris-HCl, pH= 8.3, 75 mM KCIl, 3 mM MgCI2 y 10 mM DTT), 0,5 mM de cada dNTP y
1U M-MLV-RT (transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Molones)

durante 1 hora a 37°C. La M-MLV-RT remanente fue inactivada a 95°C por 5 minutos.
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La amplificacion mediante gPCR se realizd utilizando “SYBR green” como
reportero. Las reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado en el
termociclador ABI Prism 7500 detection system (Applied Biosystem, USA) en volumenes
de 10 pl conteniendo: 5 ul de SYBR Green PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems), 0,3
puMdel primer sentido, 0,3 uM del primer antisentido, 1 ul de ADNc, y cantidad necesaria
de agua libre de nucleasas. El perfil térmico fue: 95°C 10 minutos; 95°C 15 segundos,60°C
1 minuto (annealing) por 40 ciclos. La medicién de la seiial emitida fue realizadaen la
etapa de annealing. La cuantificacién de cambios relativos en la expresion del gen VEGF
respecto al gen de expresidn constitutiva B-actina, usado como control interno, fue
realizada mediante el método de 222,209 para cada par de primers bajo las condiciones
ensayadas se observd la presencia de un solo pico en curva de disociacién, indicando
gue un solo producto de PCR fue generado en la amplificacién. La identidad se evalud
mediante la observacidn del tamafo previsto del amplicon mediante electroforesis en
gel de agarosa. Los reactivos utilizados en reacciones de RT y PCR fueron obtenidos en

Promega (USA), mientras que los primers fueron adquiridos en Sigma-Genosys (USA).

Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido

VEGF 5’-AGAGCAGAAGTCCCATGAAGTGA-3" | 5-TCAATCGGACGGCAGTAGCT-3’

B-actina 5’-GGCACCACACTTTCTACAATG-3’ 5-TGGCTGGGGTGTTGAAGGT-3’

3.14 Generacion de Células Dendriticas humanas

Las Células Dendriticas humanas (huDCs) se diferenciaron a partir de monocitos
de sangre periférica obtenidos de donantes sanos del Banco de Sangre del Instituto de
Hematologia y Hemoterapia de Cdérdoba, Argentina. Todos los protocolos fueron
aprobados por el Comité de Etica del Hospital Nacional de Clinicas (CEHNC), UNC. Todos
los pacientes firmaron un informe expresando su consentimiento. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se aislaron de la capa leuco-plaquetaria
(buffy coat) mediante un gradiente de densidad por centrifugacion utilizando Ficoll-
Paque (GE Healthcare).?!0 211 212 posteriormente se procedié a aislar los monocitos

CD14* utilizando el kit de seleccién positiva EasySep Human CD14 positive selection kit
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Il (Stemcell Technologies). La pureza de la poblacién resultante se comprobd por
citometria de flujo en la cual la fracciéon enriquecida en células CD14* resulté entre 80-
90%. Luego de la purificacion, los monocitos fueron cultivados en medio RPMI-1640
suplementados con 10% SFB y 1% de penicilina-estreptomicina, y se procedié a su
diferenciacién a iDCs en presencia de 50 ng/ml de IL-4 y 30 ng/ml GM-CSF (BD
Biosciencies). Las células se cultivaron durante 6 dias con cambio del medio de cultivo
suplementado con las citoquinas cada 2 dias. El dia 7 las células fueron tratadas con T3

(10 nM) o LPS (100 ng/mL, Escherichia coli strain 0111:B4; Sigma-Aldrich) por 18 horas.

3.15 Caracterizacion del fenotipo de DCs humanas

Para la caracterizacién de las huDCs se utilizaron los siguientes anticuerpos en
diferentes combinaciones: APC-anti-CD11c, APC—anti-CD14, PE-anti-IL-12, PE-anti-HLA-
DR, PerCP-CY5.5-anti-CD86, FITC-anti-CD1a, siguiendo los protocolos descriptos
previamente. Las muestras fueron adquiridas en los citdmetros FACSCanto Il y LSR

Fortessa y los datos analizados utilizando el software FlowlJo.
3.16 Analisis estadistico

El analisis de las diferencias multiples entre grupos fue realizado por Andlisis de
Varianza (ANOVA). Como post-test se utilizd la prueba de Comparaciones Multiples
Student-Newman Keuls. Las comparaciones entre dos grupos fueron analizadas usando

la prueba t de Student para muestras no apareadas.

Las pruebas estadisticas fueron realizadas con la utilizacion del software Prism
6.0 (GraphPad 588 Software, USA). Valores de p<0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Todos los experimentos fueron realizados al menos por

triplicado.
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- Desarrollo de una estrategia de vacunacion para el tratamiento
antitumoral basada en la manipulacion de DCs estimuladas con T3 en
presencia de un Ag tumoral.

4.1 Evaluacion de la respuesta de DCs estimuladas con T3 frente a

Ags tumorales.

4.1.a La irradiacion con luz UVB induce la muerte celular de las células

tumorales MC38.

Considerando el interés actual en la investigacion de procedimientos alternativos
de maduracidn de las DCs utilizados en inmunoterapia y los hallazgos relevantes ya
obtenidos por el tratamiento antitumoral a base de DCs tratadas con T3 en un modelo
de melanoma en ratén, se propuso reproducir la terapia en un modelo tumoral de alta
prevalencia y agresividad como el cancer de colon. A fin de dar inicio al desarrollo de la
vacunacion antitumoral basada en DCs estimuladas con T3, se realizaron estudios en
cultivo utilizando la linea celular MC38 derivada de adenocarcinoma de colon murino.
En primer lugar, con el propdsito de generar una respuesta inmune eficiente frente a
multiples Ags expresados por las propias células tumorales, se buscé incrementar la
inmunogenicidad de estas células. Entre las diferentes modalidades de tratamiento
capaces de potenciar la inmunogenicidad en el contexto de las vacunas de DCs, se
considera a la irradiacion UV por su capacidad inductora de muerte celular.’3° En tal
sentido, las células MC38 adherentes a un 70% de confluencia fueron irradiadas con luz
UVB por 5 minutos , y posteriormente cultivadas en medio de crecimiento por 24 horas.
Pasado ese tiempo se procediéd a marcar las células MC38 con Anexina-V y 7-AAD y
posterior analisis por citometria de flujo con el fin de evaluar el porcentaje de muerte
celular obtenido. Como se observa en la Figura 12 A luego de la irradiacion UVB, el
porcentaje de células en apoptosis temprana (Anexina V*/7-AAD’), apoptosis tardia

(Anexina V*/7-AAD*) y necrosis (Anexina V/7-AAD*) incrementd un 10,8%, 4,8% vy 4,9%,

-57-



Resultados |

respectivamente. Estos resultados corroboran el efecto inductor de muerte
celular de la irradiacion UVB en las condiciones mencionadas, alcanzando

aproximadamente la muerte en un 45% de células MC38 (MC38-Apo/Nec).

A Sin tratamiento Tratamiento UVB
A 2.03 104 3 6.96 149

L) 1.9
Anéxina-\f i i
B Sin Tratamiento
tratamiento uvB

3 Anexina V/7-AAD”
@8 Anexina V*/7-AAD
@8 Anexina V'/7-AAD"
@8 Anexina \V/7-AAD*

Figura 12. Inducciéon de muerte en células MC38 mediante irradiacién con luz UVB.

Las células tumorales MC38 se sometieron a irradiacion con luz UVB por 5 minutos para inducir
apoptosis 0 se mantuvieron no irradiadas (Sin tratamiento). Luego de 24 horas, se analizd la muerte
celular mediante el ensayo de Anexina-V/7-AAD. (A) Dot plots representativos del andlisis por citometria
de flujo: las células viables se localizan en el cuadrante Anexina V'/7-AAD, las células apoptdticas en fase
temprana y en fase tardia se encuentran en los cuadrantes Anexina V*/7-AAD" y Anexina V*/7-AAD*,
respectivamente; mientras que las células necréticas se ubican en el cuadrante Anexina V'/7-AAD". (B)
Gréfico de torta representando la frecuencia de células MC38 viables, apoptdticas y necréticas en el
cultivo sin tratamiento y posterior a la irradiacidn con luz UVB.
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4.1.b Las iDCs y las DCs estimuladas con T3 captan Ags provenientes de las

células tumorales MC38.

Es importante considerar que el procedimiento por el cual la DC capta los AATs
es un parametro fundamental en la produccién de las vacunas basadas en DCs, debido
a que los procesos de fagocitosis de Ags, su procesamiento y presentacion son
necesarios en el inicio de la inmunidad celular antitumoral.?!3 Por tal motivo, evaluamos
la capacidad de las DCs derivadas de médula 6sea de ratdn de capturar Ags provenientes
de las células MC38-Apo/Nec. Para ello, las células MC38-Apo/Nec fueron tefidas
utilizando el colorante PKH26 y luego de multiples lavados fueron co-cultivadas con las
iDCs en una relacién 1:3 (MC38-Apo/Nec:DC) en presencia o ausencia de T3 (10 nM) por
diferentes tiempos. A continuacién, se procedié a marcar a las DCs con un anticuerpo
anti-CD11c, evidenciando la captacion de Ags derivados de las células MC38-Apo/Nec
por citometria de flujo, documentadas como células doble positivas (CD11c* PKH26%).
En la Figura 13 se puede observar que no hubo una diferencia significativa en la
captacion antigénica por parte de las DCs controles y estimuladas con la hormona en los
tiempos evaluados. Ademds, mientras aumenta el tiempo de exposicidn de las DCs a los
Ags tumorales se evidencia un incremento en el porcentaje de DCs positivas para PKH26,
alcanzando aproximadamente un 50% de las DCs que han incorporado las células MC38-

Apo/Nec y/o restos celulares a las 24 horas en ambas condiciones.

-59-



Resultados |

o2,
?

CJ DC+MC38PKH2
@) DC+MC38PKH26+T3

I
il

Células CD11c* PKH26* (%)
N
<

o
L

0.5h 2h 5h 24 h

Figura 13. Captacion de Ags tumorales proveniente de células MC38-Apo/Nec.

Las células tumorales MC38 previamente irradiadas con luz UVB fueron tefiidas con PKH26 y
luego co-cultivadas con iDCs en ausencia o presencia de T3 (10 nM) en una relacion 1:3 (MC38-
Apo/Nec:DC), por diferentes tiempos (0,5; 2; 5y 24 horas). Posteriormente, las células fueron marcadas
con un anticuerpo APC-anti-CD11c y analizadas por citometria de flujo. Las DCs que captaron células
MC38-Apo/Nec se definen como células doble positivas (CD11c* PKH26%). Los datos se expresan como
media £ DE y corresponden a un experimento representativo de un total de tres con resultados similares.

4.2 Efectos de las DCs estimuladas con T3 expuestas a Ags tumorales
sobre el balance de la respuesta inmune.

4.2.a Las DCs estimuladas con T3 y en presencia de Ags tumorales, revelan una

mayor expresion del marcador de maduracion CD86.

Teniendo en cuenta que la captacion de los Ags por las DCs, asi como las sefales
recibidas de su entorno inmediato, inducen cambios fenotipicos, evaluamos en primer
lugar la capacidad de T3 de favorecer la maduracion de las DCs en presencia de los Ags
tumorales. Con este fin, las iDCs fueron co-cultivadas con células MC38-Apo/Nec en
ausencia (DC+MC38) o presencia de T3 (DC+MC38+T3) por 18 horas. En paralelo como

control, las iDCs se cultivaron en condiciones basales (DC) y estimuladas con T3 (DC+T3),
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sin estar expuestas a Ags tumorales debido a que estudios previos del grupo demuestran
la capacidad de T3 de inducir la maduracion de las DCs.8> 188 L yego de las 18 horas de
tratamiento, se evalud la expresion del marcador de superficie CD86 por citometria de

flujo.

En concordancia con los resultados previos, T3 indujo la maduracién de las DCs,
evidenciada por el aumento de la expresién de CD86 (Figura 14). De modo similar, T3
incrementod el porcentaje de DCs que expresan CD86 en presencia de las células MC38-
Apo/Nec como Ags tumorales [Figura 14 A: 92% (DC+MC38+T3) vs 74% (DC+MC38)].
Ademas, se registré un aumento significativo en la Intensidad de Fluorescencia Media
(MFI) de CD86 en las DCs expuestas a T3 en presencia de los AATs [Figura 14 B: 12211 +
1739 (DC+MC38+T3) vs 7583 + 79 (DC+MC38)].

A s B 15 # #
DC =
[=]
74 = 104
T
DC+MC38 m
DC+T3 / \\\ ) § 51
o . O
NZ
DCHMC38+T3 _ . 0 :

L i T Ty Ty

D86 . DC DC+MC38 DC _ DC+MC38

+T3

Figura 14. Efecto de T3 sobre el fenotipo de las DCs cargadas con Ags tumorales.

Las iDCs fueron co-cultivadas con células tumorales MC38-Apo/Nec (DC+MC38) en presencia o
ausencia de T3 (10 nM) en una relacion 3:1 (DC:MC38-Apo/Nec) por 18 horas. Como control, las iDCs se
cultivaron en condiciones basales (DC) y estimuladas con T3. Las células fueron marcadas utilizando los
anticuerpos APC-anti-CD11c y PE.Cy7-anti-CD86 y posteriormente la expresidon de CD86 se analizé en la
poblacidn de células CD11c* por citometria de flujo. (A). Histogramas representativos de la expresion de
CD86 en las DCs frente a los distintos tratamientos. Los nimeros en el margen derecho representan la
media de los porcentajes de células CD11c* CD86* de tres experimentos independientes. (B) Analisis
comparativo de la intensidad de fluorescencia media (MFI) de CD86 en la poblacion de células CD11c*.
Los datos se expresan como media + DE y corresponden a un experimento representativo de un total de
tres con resultados similares, **p<0.01 vs DC control, ##p<0.01 vs DC+MC38. ANOVA, Student-Newman-
Keuls.
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4.2.b T3 favorece la produccion de IL-12, IL-6 y TGF-B en DCs expuestas a Ags

tumorales.

Para investigar si la maduracién fenotipica favorecida por T3 en DCs expuestas a
Ags tumorales se asocia con cambios funcionales, se analizé la capacidad de esta
hormona de modular el perfil de citoquinas producidas por las DCs en presencia de Ags
tumorales. En lo que respecta al perfil de citoquinas producidas por las DCs estimuladas
con T3, resultados previos indican que niveles fisiolégicos de T3 incrementan la
produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-12, IL-6, TGF-f e 1L-23.18 193 En
virtud de estos hallazgos y considerando que estas citoquinas son esenciales para
direccionar una respuesta Th1°! y Th17,1%3 se analizé la produccién y secrecién de las
citoquinas IL-12, IL-6 y TGF-B en DCs tratadas con T3 en presencia de las células MC38-
Apo/Nec en las condiciones experimentales descritas precedentemente (apartado

4.2.a).

En primer lugar, se muestran los resultados de citometria de flujo
correspondientes a la determinacién de IL-12 producida por las DCs en las diferentes
condiciones (Figura 15 A-B). Como ha sido demostrado previamente,'8 187 |
tratamiento de las DCs con T3 (DC+T3) indujo un incremento del porcentaje de células
CD11c* IL-12*. En efecto, las DCs cargadas con AATs y expuestas a T3 (DC+MC38+T3)
mostraron un aumento significativo en la frecuencia de DCs (CD11c*) productoras de IL-
12 (Figura 15 A-B: panel izquierdo) pero sin cambios en la MFI de IL-12 (Figura 15 B:
panel derecho), respecto a las condiciones controles (DC+MC38). En base a estos
resultados, evaluamos si la liberaciéon de IL-12 al medio de cultivo también se modificaba
por el tratamiento con la hormona mediante la técnica de ELISA. Como se observa en la
Figura 15 C, la concentracion de IL-12 en el sobrenadante de DCs cultivadas con Ags
tumorales estimuladas con T3 resultd mayor que en el medio de cultivo de DCs en
presencia de las células MC38-Apo/Nec y ausencia de la hormona. Notablemente, las
DCs maduradas con T3 secretaron niveles similares de IL-12 al sobrenadante cuando se

cultivaron solas o se enfrentaron a las células MC38-Apo/Nec.
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Figura 15. Efecto de T3 sobre la produccion de IL-12 por las DCs cargadas con Ags tumorales.

Las iDCs fueron co-cultivadas con células MC38-Apo/Nec (DC+MC38) y maduradas con T3 (10
nM) en una relaciéon 3:1 (DC:MC38-Apo/Nec) durante 18 horas. Como control, las iDCs se cultivaron en
condiciones basales (DC) y estimuladas con T3. Las células se incubaron con Brefeldina A y Monensina
durante las ultimas 4 horas de cultivo para la tincién intracitopldsmica. Posteriormente se marcaron
utilizando los anticuerpos APC-anti-CD11c y PE-anti-IL-12, y se analizd la produccién de IL-12 en la
poblacién CD11c* por citometria de flujo (A-B). (A) Dot plots representativos de la produccién de IL-12 en
la poblacién de células CD11c* seleccionada. (B) Analisis comparativo del porcentaje de células CD11c* IL-
12* (panel izquierdo) y de la intensidad de fluorescencia media (MFI) de IL-12 en la poblacion de células
CD11c* (panel derecho). (C) La concentracion de IL-12 se determind en el sobrenadante de cultivo
mediante ensayos de ELISA. Los datos se expresan como media + DE y corresponde a un experimento
representativo de un total de tres con resultados similares, **p<0.01, ***p<0.001 vs DC control, #p<0.05
vs DC+MC38, ###p<0.001 vs DC+MC38. ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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A continuacion, se procedié al analisis de la produccion de IL-6 y TGF-B,
consideradas las principales citoquinas involucradas en la polarizacién de la respuesta
inmune hacia un perfil Th17.1°® De acuerdo con nuestros reportes previos,'%?
observamos que T3 incrementa de forma significativa la frecuencia de DCs productoras
de IL-6 y TGF-B cuando las mismas no fueron incubadas con los Ags tumorales (Figura
16). Como se hipotetizaba, la estimulacién con la hormona de las DCs co-cultivadas con
las células MC38-Apo/Nec indujo un mayor porcentaje de células productoras de las
citoquinas IL-6 (Figura 16 A-B) y TGF- (Figura 16 C-D: panel derecho), asi como un
aumento en la MFI de TGF-B (Figura 16 D: panel izquierdo).

Sorpresivamente, el incremento en la frecuencia de células CD11c* productoras
tanto de IL-12* como TGF-B* fue mayor en las DCs tratadas con T3 (DC+T3) en
comparacion con las DCs co-cultivadas con las células MC38-Apo/Nec y estimuladas con
la hormona (DC+MC38+T3). Este resultado podria deberse a que ciertas células
tumorales pueden proporcionar citoquinas inmunoregulatorias durante el proceso de
cultivo celular, induciendo en consecuencia un fenotipo mas tolerogénico en las DCs.?14
Es de considerar ademas, que las células MC38-Apo/Nec utilizadas como AATs en
nuestro disefio experimental corresponden a una mezcla mixta de células viables,
apoptoéticas en diferentes estadios y necréticas. En este contexto, la endocitosis de
células en apoptosis temprana o tardia puede conducir a diferentes fenotipos de
maduracion y de funcionalidad de las DCs, adn en presencia de estimulos

madurativos.?!®
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Figura 16. Perfil de citoquinas en DCs cargadas con Ags tumorales por la estimulacién con T3.

Las iDCs fueron co-cultivadas con células MC38-Apo/Nec (DC+MC38) y maduradas con T3 (10
nM) en una relaciéon 3:1 (DC:MC38-Apo/Nec) durante 18 horas. Como control, las iDCs se cultivaron en

condiciones basales (DC) y estimuladas con T3. Las células se incubaron con Brefeldina A y Monensina

durante las ultimas 4 horas de cultivo para la tincién intracitoplasmica. Luego, se marcaron utilizando los
anticuerpos APC-anti-CD11c, Alexa Flior488-anti-IL-6 y PE.Cy7-anti-LAG (pro-TGF-B), y se analizé la
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produccion de IL-6 y TGF-B en la poblacion CD11c* por citometria de flujo (A-D). (A) Dot plots
representativos de la produccion de IL-6 en la poblacion de células CD11c* seleccionada. (B) Analisis
comparativo del porcentaje de células CD11c* IL-6* (panel izquierdo) y de la intensidad de fluorescencia
media (MFI) de IL-6 en la poblacién de células CD11c* (panel derecho). (C) Dot plots representativos de la
produccion de TGF-B en la poblacién de células CD11c*. (D) Andlisis comparativo del porcentaje de células
CD11c* TGF-B* (panel izquierdo) y de la MFI de TGF-B* en la poblacion de células CD11c* (panel derecho).
Los datos se expresan como media = DE y corresponden a un experimento representativo de un total de
tres con resultados similares, **p<0.01, ***p<0.001 vs DC control, ##p<0.01, ###p<0.001 vs DC+MC38.
ANOVA, Student-Newman-Keuls.

El conjunto de las evidencias experimentales in vitro indica que T3 tiene la
capacidad de potenciar la maduracion y funcionalidad de las DCs en presencia de Ags

tumorales favoreciendo la produccidn de citoquinas proinflamatorias.

4.3 Evaluacion de la capacidad de las DCs maduradas con T3 de

estimular una respuesta inmune antitumoral in vivo.

4.3.a La vacunacion con DCs estimuladas con T3 y cargadas con Ags propios del

tumor induce una reduccion del crecimiento tumoral.

Como se menciond anteriormente, resultados obtenidos por el grupo de
investigacidon donde se realizé esta tesis doctoral asignan a T3 la habilidad de generar
DCs capaces de migrar a los ganglios linfaticos y mediar una respuesta citotdxica
especifica de Ag, mejorando el potencial terapéutico de las vacunas de DCs en un
modelo murino de melanoma.'®” %7 Por su parte, en el presente trabajo de tesis se
observd que las DCs estimuladas con T3 y expuestas a AATs adquieren una mayor
maduracion y capacidad funcional para generar una respuesta proinflamatoria. En
virtud de estos hallazgos, nos propusimos evaluar el alcance de la terapia basada en DCs
estimuladas con T3, como adyuvante, en otro modelo murino utilizando Ags propios
asociados a tumor. Como fue explicado previamente, seleccionamos la irradiacion con
luz UVB como estrategia para potenciar lainmunogenicidad de las células MC38 que van

a ser capturadas como Ags por las DCs.

Para cumplir este objetivo, se estableci6 un modelo tumoral de carcinoma de
colon mediante la implantacion s.c. de 5x10° células MC38 en el flanco izquierdo de
ratones C57BL/6 WT, considerado dia 0 como se muestra en el esquema experimental
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de la Figura 17 A. En paralelo, iDCs fueron co-cultivadas con las células MC38-Apo/Nec
en ausencia o presencia de T3 por 18 horas como se describié en el apartado 4.1.b y en
la seccion de materiales y métodos. Posteriormente, los ratones fueron divididos
aleatoriamente en tres grupos experimentales a los cuales se les administrd: 1) Solucion
tampodn (PBS), grupo CONTROL; 2) DCs co-cultivadas con células MC38-Apo/Nec (DC) y
3) DCs estimuladas con T3 en presencia de las células MC38-Apo/Nec (DC+T3). Cabe
aclarar que en los diferentes grupos experimentales de los animales que recibieron la
vacunacion con DCs, se inyectaron 2x10° DCs por via s.c. en el flanco opuesto al tumor.
Las inyecciones fueron administradas los dias 1,3,5, 7 y 9 luego de la inoculacién de las

células tumorales.

El crecimiento del tumor fue monitoreado a partir del sexto dia mediante la
medicion del volumen tumoral utilizando un calibre digital. Los resultados expuestos en
la Figura 17 B evidencian que los ratones que recibieron la inmunizacién con DCs
cargadas con Ags tumorales y estimuladas con T3 presentaron un retraso en la aparicion
del tumor y un volumen tumoral menor en la totalidad de los dias evaluados en
comparacion con los animales pertenecientes a los grupos CONTROL y DC. Al respecto,
el dia 21 post-inyeccién de las células MC38, el volumen tumoral promedio alcanzado
en los ratones que recibieron las DCs-Ags estimuladas con T3 (DC+T3) fue de 197 + 27
mm?3, mientras que los volimenes promedios de los tumores establecidos en los grupos
CONTROL vy DC fueron 484 + 67 mm?3y 348 + 56 mm?3, respectivamente (Figura 17 D). De
acuerdo con los resultados respecto al tamano tumoral, el peso de estos resultd
significativamente menor en el grupo DC+T3 con un peso promedio de 0,17 £ 0,05 g, en
tanto que el peso promedio de los tumores en el grupo CONTROL fue de 0,52 + 0,15 g
(Figura 17 E). En relacion con la comparacion del peso de los tumores alcanzados entre
los animales que recibieron la vacunacién con DCs, se obtuvo una tendencia a la
disminucion en los ratones que recibieron las DCs estimuladas con la hormona (DC+T3)
respecto a los animales inyectados con las DCs sin estimulo (DC: 0,27 + 0,03 g), aunque

sin alcanzar la significancia estadistica. La Figura 17 C representa mediante fotografias
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las diferencias en el tamafio de los tumores en los distintos grupos experimentales a los

15y 21 dias luego de la inoculacién de las células MC38.
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Figura 17. Respuesta terapéutica de la vacunacién con DCs estimuladas con T3 en el modelo
de carcinoma de colon.

(A) Esquema experimental del tratamiento del modelo de adenocarcinoma de colon MC38
mediante vacunaciones con DCs. Los ratones C57BL/6 WT fueron inyectados con las células MC38 (5x10°)
por via s.c. en el flanco izquierdo (dia 0). iDCs derivadas de médula ésea de ratdon co-cultivadas
previamente con células MC38-Apo/Nec (DC), o con MC38-Apo/Nec y T3 (10 nM, DC+T3) durante 18
horas, fueron administradas por via s.c. en el flanco derecho de los animales los dias 1, 3, 5, 7y 9. Al grupo
CONTROL se le inyectd PBS solamente. (B) Cinética del crecimiento tumoral. El volumen del tumor fue
monitoreado cada 2-3 dias utilizando un calibre digital y calculado usando la siguiente formula: V = (D x
d?) / 2, donde V es el volumen (mm?3), D es el didmetro mayor (mm) y d es el didmetro menor (mm). (C)
Fotografias de los tumores a los 15 dias (panel superior) y a los 21 dias (panel inferior) post-inyeccidon del
tumor. Barra de escala: 5mm. (D) Volumen tumoral (mm?3) de cada grupo experimental a los 21 dias. (E)
Peso del tumor (g) de cada grupo experimental a los 21 dias. Los datos representan la media + SEM de
tres experimentos, *p<0.05, **p<0.01 vs DC control, #p<0.05 vs DC+MC38. ANOVA, Student-Newman-
Keuls.
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Estos resultados sugieren que T3 proporciona a las DCs de una mayor capacidad
inmunomodulatoria, potenciando la eficacia terapéutica antitumoral de Ia
inmunoterapia basada en DCs en presencia de Ags tumorales en el modelo de cdncer de

colon.

4.3.b La vacunacion con DCs estimuladas con T3 y cargadas con Ags asociados

al tumor promueve la induccion de una respuesta antitumoral mediada por IFN-y.

Respecto a los resultados obtenidos en funcion de la generacién de respuestas
citotdxicas, Thl y Th17 en esplenocitos cultivados con DCs maduradas con T3;187 193 y
considerando la capacidad de las DCs estimuladas con esta hormona en presencia de
Ags especificos de tumor de reducir el tamafo tumoral observada en la presente tesis
doctoral, decidimos investigar la respuesta inmune generada por la inmunoterapia en el
modelo de cancer de colon. Con este propdsito, se extirparon los bazos y los ganglios
linfaticos drenantes del tumor a los 15 dias después de la implantacién de las células
tumorales. Luego de la disgregacién de los 6rganos y de la purificaciéon de las células, los
esplenocitos y células de los ganglios fueron cultivados ex vivo en condiciones sin

estimulo (BASAL) y estimuladas con lisados de las células MC38 (+MC38) por 72 horas.

En primer lugar, analizamos la produccién de la citoquina efectora IFN-y en las
poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 esplénicas por citometria de flujo (Figura 18).
Como muestra la Figura 18 Ay B, se registré un aumento en el nimero de células CD4*
IFN-y*, que corresponden a linfocitos Th1, en la poblacion de esplenocitos aislados de
los ratones que recibieron la inmunoterapia en comparacién con los obtenidos de
animales controles. Notablemente, la vacunacién con DCs-MC38-Apo/Nec maduradas
con T3 (DC+T3) indujo un incremento significativo en el nimero de linfocitos T CD4
productores de IFN-y* respecto a la terapia con DCs-MC38-Apo/Nec (DC), tanto en la
condiciéon BASAL (Figura 18 A) como en presencia de los lisados de células MC38
(+MC38) (Figura 18 B). De modo similar, los linfocitos T CD8* productores de IFN-y (LTCs)
incrementaron de forma significativa en los grupos DC y DC+T3 con relacién al grupo

CONTROL, en ambas condiciones evaluadas (Figura 18 Cy D). No obstante, el aumento
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en el numero de LTCs dentro de la poblacion de esplenocitos resulté mas evidente en
los animales que recibieron inmunizaciones con DCs cargadas con Ags tumorales
estimuladas con T3 (DC+T3) que en los ratones que recibieron DCs expuestas

Unicamente a los Ags (DC).
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Figura 18. Estudio de las poblaciones linfocitarias productoras de IFN-y en bazo inducidas por
la inmunoterapia basada en DCs estimuladas con T3 en presencia de AATs

El esquema experimental en los ratones fue similar al descripto en la Figura 17 A. Los ratones
fueron sacrificados en el dia 15 y se les extirpd el bazo. Los esplenocitos purificados fueron cultivados ex
vivo en condiciones sin estimulo (BASAL) o incubados con lisados de las células MC38 (+MC38) durante 72
horas. En la poblacion de esplenocitos se determiné la frecuencia de células T CD4* y CD8* que producen
IFN-y mediante la marcacién de las moléculas de superficie CD4 y CD8 e IFN-y intracelular y analizadas por
citometria de flujo. (A-B) Los nimeros de células representados en los graficos de barras corresponden al
numero total de linfocitos CD4* IFN-y* en condiciones basales (A) y estimuladas con lisados celulares (B).
Los numeros de células representados en los graficos de barras corresponden al nimero total de linfocitos
CD8* IFN-y* en condiciones basales (C) y estimuladas con lisados celulares (D). Los resultados se expresan
como media + DE y corresponden a un experimento representativo de un total de tres con resultados
similares (n=5). **p<0.01, ***p<0.001 vs CONTROL; #p<0.05, ##tp<0.01 vs DC. ANOVA, Student-Newman-
Keuls.
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En segundo lugar, examinamos posibles cambios en la poblacién de linfocitos T
Th1y LTCs de los ganglios linfaticos drenantes del tumor provenientes de los diferentes
grupos experimentales (Figura 19). A diferencia de lo observado en esplenocitos en
relacién con la poblacién Th1, no se evidenciaron diferencias significativas en el nimero
de células CD4* productoras de IFN-y dentro de los linfocitos obtenidos de los ganglios
linfaticos tanto de los ratones que recibieron vehiculo (CONTROL), como de los que
fueron inmunizados con DCs incubadas con MC38-Apo/Nec (DC), ya sea en condiciones
basales como en los cultivos pulsados con lisados de MC38 (Figura 19 A y B). Es
importante sefialar que, por el contrario, la poblacion CD4* IFN-y* en ganglio del grupo
DC+T3 resultd 9,3 y 5,8 veces mayor en comparacion con los grupos CONTROL y DC en
condiciones basales (sin re-estimulo), respectivamente (Figura 19 A). Al respecto, el
incremento observado en los linfocitos CD4* IFN-y* provenientes de los ganglios de
animales DC+T3 fue de 23,1 veces respecto al CONTROL y 5,9 veces comparado con el
grupo DC luego del re-estimulo Ag especifico (Figura 19 B). Los resultados obtenidos
concerniente a los LTCs en condiciones basales y pulsados con lisados, demostraron un
aumento en el numero de linfocitos T CD8* IFN-y* en los ganglios aislados de los ratones
luego de la vacunacién con DCs-MC38-Apo/Nec maduradas con T3 respecto a los grupos

CONTROL y DC (Figura 19 Cy D).
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Figura 19. Estudio de las poblaciones linfocitarias productoras de IFN-y en ganglio drenante
del tumor inducidas por la inmunoterapia basada en DCs estimuladas con T3 en presencia de AATs.

El esquema experimental en los ratones fue similar al descripto en la Figura 17 A. Los ratones
fueron sacrificados en el dia 15 y se les extirpd el ganglio drenante del tumor. Los linfocitos purificados
fueron cultivados ex vivo en condiciones sin estimulo (BASAL) o incubados con lisados de las células MC38
(+MC38) durante 72 horas. La frecuencia de células T CD4* y CD8* productoras de IFN-y se determind
mediante la marcacién de las moléculas de superficie CD4 y CD8 e IFN-y intracelular y analizadas por
citometria de flujo. (A-B) Los nimeros de células representados en los graficos de barras corresponden al
numero total de células CD4* IFN-y* en condiciones basales (A) y estimuladas con lisados celulares (B). Los
numeros de células representados en los graficos de barras corresponden al numero total de linfocitos
CD8* IFN-y* en condiciones basales (C) y estimuladas con lisados celulares (D). Los resultados se expresan
como media = DE y corresponden a un experimento representativo de un total de tres con resultados
similares (n=5). *p<0.05, ***p<0.001 vs CONTROL; ##p<0.01, ###p<0.001 vs DC. ANOVA, Student-
Newman-Keuls.

Estos resultados indican que la vacunacion con DCs estimuladas con T3 en
presencia de Ags propios del tumor, genera una mayor respuesta de células T helper y
citotoxicas productoras de IFN-y potenciando una inmunidad protectora eficaz en el

modelo de cancer de colon estudiado.
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4.3.c T3 aumenta la capacidad de las DCs utilizadas como inmunoterapia

antitumoral de polarizar la respuesta inmune hacia un perfil productor de IL-17.

En base a nuestros resultados previos donde se pudo constatar que el
tratamiento con T3 induce la secrecidén de citoquinas como IL-6, IL-1B y TGF-B por las
DCs, proporcionando una mayor capacidad de polarizar la respuesta inmune hacia un
perfil enriquecido en la produccién de IL-17,1%3 especulamos que la induccién de una
respuesta dependiente de IL-17 esté involucrada en el efecto terapéutico en nuestro
modelo tumoral. A los fines de evaluar esta hipdtesis, se analizaron los linfocitos T CD4
y CD8 capaces de producir IL-17 en la poblacién celular del bazo y de los ganglios

linfaticos drenantes del tumor, por citometria de flujo.

Como resultado del andlisis, se demostré un incremento significativo en el
numero de células CD4* IL-17* (Th17) en los esplenocitos de ratones inmunizados con
DCs co-cultivadas con células MC38-Apo/Nec y estimuladas con T3 (DC+T3) en
comparacion con los grupos CONTROL y DC, tanto en condiciones basales (Figura 20 A)
como luego del re-estimulo con el lisado de células MC38 (Figura 20 B). Posteriormente,
se evalud la cantidad de células CD8* productoras de IL-17, conocidas como células T
citotdxicas 17 (Tc17),%%® generadas luego de la inmunizacién en el bazo de los animales
portadores de tumor. Al igual que lo observado para las células Th17, los animales que
recibieron la vacunacion con DCs-MC38-Apo/Nec maduradas con T3 presentaron un
numero significativamente mayor de células Tc17 respecto a los ratones inyectados con
vehiculo o con DCs-MC38-Apo/Nec (Figura 20 C y D). En este sentido, el efecto en el
numero de esplenocitos totales Tc17 inducido por las DCs en presencia de Ags y T3 se
evidencid no solo en condiciones basales (Figura 20 C), sino también luego del re-

estimulo con el lisado tumoral (Figura 20 D).

-73 -



Resultados |

Esplenocitos CD4* IL-17*

A B

6 - BASAL ' 6 - +MC38
S -y
* ®
~— 44 ~— 4 4

w W

o &
E E
.8 ‘8
o 27 2] Ch I
= =

0- 0 T

CONTROL DC DC+T3 CONTROL DC DC+T3

Esplenocitos CD8* IL-17*

o
o

15 - BASAL 15 +MC38
T # E
Q dekek c
- -
2 10 X 10+ "
m m dokk
L} 5
= =
L 8 5-
nZ — Oz

0 T =

CONTROL DC DC+T3 CONTROL DC DC+T3

Figura 20. Estudio de las poblaciones linfocitarias productoras de IL-17 en bazo inducidas por
la inmunoterapia basada en DCs estimuladas con T3 en presencia de AATs.

El esquema experimental en los ratones fue similar al descripto en la Figura 17 A. Los ratones
fueron sacrificados en el dia 15 y se les extirp6 el bazo. Los esplenocitos purificados fueron cultivados ex
vivo en condiciones sin estimulo (BASAL) o incubados con lisados de las células MC38 (+MC38) durante 72
horas. En la poblacidn de esplenocitos se determind la frecuencia de células T CD4* y CD8* que producen
IL-17 mediante la marcacién de las moléculas de superficie CD4 y CD8 e IL-17 intracelular, analizadas por
citometria de flujo. (A-B) Los nimeros de células representados en los graficos de barras corresponden al
numero total de linfocitos CD4* IL-17* (Th17) en condiciones basales (A) y estimuladas con lisados
celulares (B). Los nimeros de células representados en los graficos de barras corresponden al nimero
total de linfocitos CD8* IL17* (Tc17) en condiciones basales (C) y estimuladas con lisados celulares (D). Los
resultados se expresan como media + DE y corresponden a un experimento representativo de un total de
tres con resultados similares (n=5). *p<0.05, ***p<0.001 vs CONTROL; #p<0.05, ##p<0.01 vs DC. ANOVA,
Student-Newman-Keuls.

Ademas, examinamos la poblacién de linfocitos Th17 (CD4* IL-17*) y Tc17 (CD8*
IL-17*) en los ganglios linfaticos drenantes del tumor de los distintos grupos
experimentales. Como se observa en la Figura 21, no se evidenciaron diferencias

significativas en el nimero de células CD4* y CD8* productoras de IL-17 en los ganglios
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linfaticos entre los ratones del grupo CONTROL y los que fueron inmunizados con DCs
incubadas con MC38-Apo/Nec (DC), ya sea en condiciones basales como en los cultivos
pulsados con lisados de MC38. Sin embargo, la vacunacidn con DCs pulsadas con células
MC38-Apo/Nec y estimuladas con T3 indujo un aumento significativo en la poblacion de
células CD4* IL-17*, respecto a la inmunoterapia con DCs-MC38-Apo/Nec sin estimulo
hormonal (Figura 21 A-B). De manera similar, al evaluar el nimero de células Tc17 (CD8*
IL-17*) demostramos una diferencia significativa en el grupo DC+T3 con respecto a los
otros dos grupos experimentales, en condiciones basales y con el re-estimulo del lisado

tumoral (Figura 21 Cy D).

Cabe destacar que el notable incremento en los linfocitos productores de IL-17
evaluados en los ganglios drenantes del tumor fue evidenciado Unicamente en las
células aisladas de los animales portadores del tumor que recibieron la inmunoterapia

basada en DCs cargadas con células MC38-Apo/Nec, y estimuladas con T3.

Es importante sefalar ademas que el numero total de células inmunes en las
diferentes poblaciones analizadas es menor en presencia de los lisados celulares en
comparacion con las condiciones basales. Como ha sido descripto, los esplenocitos y
linfocitos derivados del ganglio drenante del tumor fueron re-estimulados por 3 dias en
cultivo con lisados totales de las células tumorales MC38. La lisis de estas células se
realizd por ciclos sucesivos de congelamiento-descongelamiento dando como resultado
una mezcla que contiene mdultiples Ags y diferentes sustancias que podrian ser
inhibitorias. Por tal motivo, los lisados tumorales presentan un efecto dual ya que
poseen la capacidad de inducir la activacién de las células inmunes por los Ags, pero
también inmunosupresién y apoptosis de linfocitos. 27 Se puede inferir entonces que la
presencia de componentes inhibitorios de la activacién de las células inmunes en el
lisado total de las células MC38, podrian ser responsables de la menor deteccién de
células activadas respecto a las condiciones basales en las diferentes poblaciones

analizadas.
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Figura 21. Estudio de las poblaciones linfocitarias productoras de IL-17 en el ganglio drenante
del tumor inducidas por la inmunoterapia basada en DCs estimuladas con T3 en presencia de AATs.

El esquema experimental en los ratones fue similar al descripto en la Figura 17 A. Los ratones
fueron sacrificados en el dia 15 y se les extirpd el ganglio drenante del tumor. Los linfocitos purificados
fueron cultivados ex vivo en condiciones sin estimulo (BASAL) o incubados con lisados de las células MC38
(+MC38) durante 72 horas. La frecuencia de células T CD4* y CD8* productoras de IL-17 se determind
mediante la marcacién de las moléculas de superficie CD4 y CD8 e IL-17 intracelular, analizadas por
citometria de flujo. (A-B) Los nimeros de células representados en los graficos de barras corresponden al
numero total de células CD4* IL-17* (Th17) en condiciones basales (A) y estimuladas con lisados celulares
(B). Los numeros de células representados en los graficos de barras corresponden al nimero total de
linfocitos CD8* IL-17* (Tc17) en condiciones basales (C) y estimuladas con lisados celulares (D). Los
resultados se expresan como media + DE y corresponden a un experimento representativo de un total de
tres con resultados similares (n=5). *p<0.05 **p<0.01 vs CONTROL; #p<0.05, ##p<0.01 vs DC. ANOVA,
Student-Newman-Keuls.

Los resultados demuestran que T3 confiere a las DCs la capacidad de generar
una mayor respuesta de células T helper y citotoxicas productoras de IL-17 favoreciendo
el desarrollo de una inmunidad proinflamatoria en el modelo de cdncer de colon

estudiado.
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4.3.d La vacunacion con DCs estimuladas con T3 y enfrentadas a Ags propios
del tumor, induce una respuesta proinflamatoria con un incremento en la secrecion

de IFN-y e IL-17.

Teniendo en cuenta los resultados presentados que sugieren que la
inmunoterapia antitumoral desarrollada con DCs pulsadas con AATs y maduradas con
T3, aplicada al modelo de cancer de colon, promueve una polarizacién de la respuesta
inmune hacia un perfil proinflamatorio Thly Th17, asi como un incremento en los LTCs
y células Tc17, decidimos analizar la secrecidn de las principales citoquinas involucradas
en dichas respuestas: IFN-y e IL-17. Para ello, se recolectd el sobrenadante de los cultivos
de esplenocitos y linfocitos aislados de los nddulos linfaticos drenantes del tumor, re-
estimulados ex vivo con lisados tumorales de células MC38 (+MC38) o en condiciones

sin estimulo (BASAL).

En relacién con la determinacion de los niveles de IFN-y por ensayos de ELISA en
los esplenocitos (Figura 22 A), el andlisis revelé un aumento significativo en la liberaciéon
de dicha citoquina por las células de bazo de los animales que recibieron la vacunacion
con DCs cargadas con los Ags tumorales (DC y DC+T3), tanto en condiciones basales
(barras grises) como con re-estimulo (barras negras), respecto al grupo CONTROL. No
obstante, la mayor concentracién de IFN-y se evidencid en los esplenocitos de los
ratones inmunizados con DCs-MC38-Apo/Nec estimuladas con T3, en ambas
condiciones de cultivo. Por su parte, la secrecidn de IFN-y fue significativamente mayor
por parte de las células aisladas de los ganglios linfaticos del grupo DC+T3 en condiciones
basales (Figura 22 C, barras grises: 18,4 y 15,2 veces de aumento vs CONTROL y DC,
respectivamente), como luego del re-estimulo con el lisado tumoral (Figura 22 C, barras
negras: 18,7 y 2,4 veces de aumento vs CONTROL y DC, respectivamente) comparados

con los ganglios de los animales controles y DC.

Al mismo tiempo, se determinaron las concentraciones de IL-17 en los cultivos
ex vivo de esplenocitos y ganglios linfaticos. Asi, los niveles de IL-17 determinados en los
medios de cultivo de esplenocitos pertenecientes a los grupos CONTROL y DC fueron
muy reducidos (Figura 22 B). No obstante, los niveles incrementaron de manera

significativa en los sobrenadantes de los esplenocitos que provenian de ratones
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inmunizados con DCs estimuladas con T3 y cargadas con AATs (DC+T3) en ambas

condiciones (BASAL: 174,8 y 9,8 veces de aumento; +MC38: 36,6 y 6,2 veces de aumento

vs CONTROL y DC, respectivamente). En el caso de los linfocitos aislados del ganglio

drenante cultivados en ausencia de los Ags tumorales, los niveles de IL-17 no fueron

detectables en los grupos CONTROL y DC, sin embargo, su concentracién incremento 7,5

veces en el grupo DC+T3 (Figura 22 D, barras grises). Por su parte, el re-estimulo con los

lisados tumorales (+MC38) de los linfocitos provenientes de ambos grupos de ratones

inmunizados con DCs indujo una mayor secrecion de IL-17 en el sobrenadante de cultivo,

con una tendencia mayor en el grupo DC+T3.

Esplenocitos
A
6007 [ BASAL 2507 [ BASAL o
@l +Mc3s A @l +Mc3s 2 -
;'_T Fokk = *#,ﬁ :l 200- l
E- 400- ] Rk k E)
g s 1501
; ~
S 100+
& 200 =
50 - ‘
0 ailin 0-
CONTROL DC DC+T3 CONTROL DC DC+T3
Linfocitos
C D
60
2007 O3 BAsAL e 3 BASAL
- @ +Mc3s iy = @ +Mc38 .
- = |
£ 150 2
=3 o o 407
a £
- 1004 ~
Z .
T8 " = 204
N - i -
ND ND I:-I
i [ | 0
CONTROL DC DC+T3 CONTROL DC DC+T3

Figura 22. Secrecién de IFN-y e IL-17 en el sobrenadante del cultivo ex vivo de esplenocitos y
células del ganglio drenante del tumor de ratones que recibieron la inmunoterapia basada en DCs.

El esquema experimental en los ratones fue similar al descripto en la Figura 17 A. Los ratones

fueron sacrificados en el dia 15 y se les extirpd el bazo y el ganglio drenante del tumor. Los esplenocitos

y linfocitos purificados fueron cultivados ex vivo en condiciones sin estimulo (BASAL) o incubados con
lisados de las células MC38 (+MC38) durante 72 horas. La produccidn de IFN-y y de IL-17 se determiné en
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los sobrenadantes de los medios de cultivo por ensayos de ELISA. Concentracion de IFN-y determinada en
el sobrenadante del cultivo de esplenocitos (A) y linfocitos derivados del ganglio linfatico drenante del
tumor (C). Concentracion de IL-17 determinada en el sobrenadante del cultivo de esplenocitos (B) y
linfocitos derivados del ganglio drenante del tumor (D). Los datos se expresan como media + DE y son de
un experimento representativo de un total de tres, con resultados similares. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 vs CONTROL; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 vs DC. ANOVA, Student-Newman-Keuls.

El conjunto de las evidencias expuestas indica que la respuesta antitumoral
inducida por la vacunacion con DCs estimuladas con T3 estd caracterizada por la
secrecion de las citoquinas IFN-y e IL-17 y el establecimiento de respuestas Thl, Th17 y

citotoxicas especificas del tumor.

4.3.e Rol esencial de IL-17 como mediador del efecto antitumoral inducido por
la inmunoterapia basada en DCs estimuladas con T3 en el modelo de carcinoma de

colon.

A pesar de la existencia de multiples reportes en la literatura que relacionan a la
IL-17 y el cancer, el papel de las células Th17 y otras células productoras de IL-17 en el
contexto neopldsico es aun controvertido. En este sentido, ha sido reportado que la
citoquina IL-17, asi como las células Th17, presentan funciones tanto promotoras como
supresoras tumorales. Probablemente parte de esta controversia surge del estudio de
diversos aspectos de la respuesta dependiente de IL-17 en diferentes escenarios
experimentales.?’® 21° En la presente tesis doctoral, evidenciamos una marcada
reduccion en el volumen tumoral en el modelo de carcinoma de colon luego de Ila
inmunoterapia con DCs pulsadas con AATs y estimuladas con T3; siendo estos efectos
mediados, al menos en parte, por la inducciéon de una respuesta proinflamatoria
dependiente de IFN-y e IL-17. En funcidn de estos antecedentes y considerando nuestros
resultados, nos propusimos investigar el rol de IL-17 producida por diferentes
poblaciones inmunes en la respuesta antitumoral inducida por la inmunoterapia basada
en DCs-T3. A tal fin, se replicd el modelo experimental del tumor y el protocolo de
vacunacion (Figura 17 A) en ratones deficientes de IL-17. Brevemente, ratones WT e IL-
17A/F knockout (IL-17 KO) fueron inyectados con 5x10° células MC38 por via s.c. en el

flanco izquierdo, y posteriormente se administraron las inyecciones con DCs cargadas
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con células MC38-Apo/Nec estimuladas con T3 (DC+T3) o en ausencia de la hormona
(DC). El grupo CONTROL recibié PBS como vehiculo. De acuerdo con los resultados
presentados en la Figura 17, los ratones WT que recibieron la inmunizacién con DCs en
presencia de Ags tumorales estimuladas con T3 (DC+T3) mostraron una disminucion
significativa en el tamafo tumoral, con respecto a los grupos CONTROL y DC (Figura 23
A). Por el contrario, este efecto terapéutico no fue registrado en los ratones IL-17 KO
que fueron vacunados con las DCs-MC38-Apo/Nec y maduradas con T3 (Figura 23 B), sin
evidenciarse diferencias significativas con los animales que recibieron la inmunoterapia
con DCs no estimuladas (DC) o vehiculo (CONTROL). La Figura 23 C, que representa la
evolucién del crecimiento tumoral en los animales WT e IL-17 KO que fueron vacunados
con las DCs tratadas con T3 y cargadas con Ags tumorales (DC+T3), evidencia el menor
volumen tumoral en los ratones WT durante todo el periodo analizado. Por su parte, la
Figura 23 D muestra la diferencia observada entre ambos grupos experimentales
mediante fotografias de los tumores obtenidas al dia 19 luego de la inoculaciéon de las

células tumorales MC38.
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Figura 23. Rol de la citoquina IL-17 en la respuesta antitumoral inducida por la vacunacion

con DCs estimuladas con T3.

Los ratones C57BL/6 WT y deficientes en IL-17 (IL-17 KO) fueron inyectados con las células MC38
(5x10°) por via s.c. en el flanco izquierdo (dia 0) como se muestra en el disefio experimental de la Figura
17 A.iDCs derivadas de médula ésea de raton co-cultivadas previamente con células MC38-Apo/Nec (DC),
o con MC38-Apo/Necy T3 (10 nM, DC+T3) durante 18 horas, fueron administradas por via s.c. en el flanco
derecho de los animales los dias 1, 3,5, 7y 9. Al grupo CONTROL se le inyectd PBS solamente. El volumen
del tumor fue monitoreado cada 2-3 dias utilizando un calibre digital y calculado usando la siguiente
férmula: V = (D x d?) / 2, donde V es el volumen (mm3), D es el didmetro mayor (mm) y d es el didmetro
menor (mm). (A) Cinética del crecimiento tumoral en ratones WT de los grupos CONTROL, DC y DC+T3.
(B) Cinética del crecimiento tumoral en ratones IL-17 KO de los grupos CONTROL, DC y DC+T3. (C)
Comparacién del crecimiento tumoral entre ratones WT e IL-17 KO que recibieron vacunaciones con DCs
tratadas con T3 y cargadas con AATs. (D) Fotografias representativas de los tumores a los 19 dias post-
inyeccién de las células tumorales MC38 en ratones WT (panel izquierdo) e IL-17 KO (panel derecho) que
recibieron vacunaciones con DCs estimuladas con T3 y cargadas con AATs. Barra de escala: 5mm. Los datos
se expresan como media = DE y corresponden a un experimento representativo de un total de tres con
resultados similares. **p<0.01 vs CONTROL; ##p<0.01 vs DC. ANOVA, Student-Newman-Keuls. *p<0.05 vs
IL-17 KO, Prueba t de Student-No apareada.
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Los resultados obtenidos, en su conjunto, sugieren que IL-17 presenta un rol
esencial en el desarrollo de la inmunidad antitumoral mediada por linfocitos T
desencadenada por la inmunoterapia basada en la vacunacion con DCs estimuladas con

T3 en el modelo de carcinoma de colon MC38.

4.3.f Vascularizacion tumoral mediada por IL-17 como respuesta a la
inmunoterapia antitumoral de DCs estimuladas con T3 en el modelo de carcinoma de

colon.

Los resultados presentados sugieren que la inmunoterapia antitumoral
desarrollada con DCs pulsadas con AATs y maduradas con T3 en el modelo de cédncer de
colon, promueve una polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil
proinflamatorio Thly Th17, asi como un incremento en los LTCs y células Tc17. Ademas,
la respuesta mediada por IL-17 resultd fundamental en los efectos antitumorales
inducidos por la inmunoterapia. En funcién de estos hallazgos y considerando la
capacidad proangiogénica de la IL-17,22° evaluamos la presencia de vasos sanguineos en
los tumores provenientes de los ratones WT e IL-17 KO que recibieron la vacunacion con
DCs-AATs estimuladas con la hormona. Para ello, se analizd la expresidn de la proteina
transmembrana CD31, la cual se expresa en todos los endotelios continuos (arterias,
arteriolas, vénulas, venas y capilares no sinusoidales)??! por microscopia confocal. La
identificacion de los vasos sanguineos en base a su morfologia y determinados por sus
células endoteliales inmunorreactivas para CD31, reveld un aumento en el nimero de
vasos sanguineos en los tumores extirpados de los ratones WT vacunados con DCs-AATs
estimuladas con T3 (DC+T3 WT) en comparacidon con sus pares deficientes de IL-17
(DC+T3 IL-17 KO), como se observa en la Figura 24 A. Por consiguiente, se determiné el
area vascular distinguiendo la cantidad y el calibre de los vasos sanguineos identificados
en las imdagenes de microscopia utilizando el software Imagel. En efecto, la
cuantificacion relativa del drea vascular en funcién del volumen tumoral de cada una de
las muestras (Figura 24 B), demostrd un aumento en los ratones WT respecto a los
animales IL-17 KO cuando ambos grupos de ratones recibieron las DCs-AATs estimuladas

con T3 (p=0.013).
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Considerando que la citoquina IL-17 es capaz de estimular la produccion de
factores proangiogénicos, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),???
223 224 se realizd un andlisis comparativo de la expresion del ARNm de este factor en
muestras de tejido tumoral obtenidas de los ratones del grupo WT como del grupo IL-
17 KO que recibieron la vacunacién con DCs maduradas con T3 en presencia de los AATS.
Como se observa en la Figura 24 C, los niveles de ARNm de VEGF mostraron una
tendencia al aumento en los animales WT respecto a los ratones deficientes de IL-17,
aunque la diferencia no resultéd estadisticamente significativa en las condiciones

evaluadas.

En base a lo expuesto, estos resultados en conjunto indicarian que IL-17 podria
estar favoreciendo la vascularizacion tumoral. La profundizacion de esta drea de estudio,
gue excede los objetivos de esta tesis doctoral, permitira dilucidar la implicancia de IL-
17 en el incremento de los vasos sanguineos del tumor y la regulacién de marcadores

proangiogénicos y antiangiogénicos.
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Figura 24. Rol de la citoquina IL-17 en la respuesta angiogénica inducida por la vacunacién
con DCs estimuladas con T3.

Los ratones C57BL/6 WT y deficientes en IL-17 (IL-17 KO) fueron inyectados con las células MC38
(5x10°) por via s.c. en el flanco izquierdo (dia 0). Posteriormente, iDCs derivadas de médula dsea de ratén
co-cultivadas previamente con células MC38-Apo/Necy tratadas con T3 (10 nM, DC+T3) durante 18 horas,
fueron administradas por via s.c. en el flanco derecho de los animales los dias 1, 3, 5, 7 y 9. A los 19 dias
post-inyeccion de las células tumorales, los ratones fueron sacrificados, el tejido tumoral extraido y
congelado en nitrogeno liquido para su conservacion a-80°C. (A, B) Los cortes de tejido tumoral realizados
en el criostato fueron marcados con un anticuerpo monoclonal anti-CD31 (rojo), los nucleos identificados
con DAPI (azul) y posteriormente analizados mediante microscopia confocal. (A) Inmunofluorescencias
representativas del analisis de CD31 en criosecciones de los tumores obtenidos de ratones WT (panel
izquierdo) e IL-17 KO (panel derecho). Barra de escala: 200 um (B) Analisis del drea vascular marcada con
CD31 en relacion con el volumen tumoral de cada muestra. (C) Expresion de ARNm de VEGF por RT-qPCR.
El ARN total se extrajo de las muestras de tejido tumoral de ratones WT e IL-17 KO que recibieron la
inmunoterapia con DCs-AATs estimuladas con T3. Los niveles de ARNm de VEGF se grafican relativamente
a la expresion de B-actina. Los datos se expresan como media + DE y corresponden a un experimento
(n=2), *p<0.05 vs IL-17 KO, Prueba t de Student-No apareada.

Estos resultados sugieren que IL-17 presentaria un rol en la angiogénesis tumoral
favoreciendo la reduccion del tumor por la inmunoterapia basada en DCs estimuladas

con T3 en el modelo de carcinoma de colon MC38.
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Las DCs son consideradas las principales CPAs por su habilidad de capturar,
procesar, y presentar Ags exdgenos y auto-Ags a los linfocitos T. Estas células
desempeiian un papel fundamental en la inmunidad, ya que, dependiendo del tipo de
Ag procesado y de distintas sefiales que provengan del medioambiente en el que se
encuentran, son capaces de direccionar la respuesta inmune actuando como el
verdadero cerebro del sistema inmune.’® Debido a esta caracteristica, su manipulacion
siempre fue un blanco atractivo para distintos fines terapéuticos. Un ejemplo en este
sentido es la utilizacién de la vitamina D3 por su efecto inmunosupresor sobre las DCs
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple.??°> A su
vez, el advenimiento de la inmunoterapia ha revolucionado el tratamiento de tumores
malignos solidos y hematoldgicos, convirtiéndose en el cuarto pilar complementando la
cirugia, la terapia citotdxica y la radioterapia.??® La inmunoterapia incluye el bloqueo de
puntos de control inmunolégico vy la transferencia adoptiva de células inmunes, debido
a lo cual la utilizacién de DCs en la terapia antitumoral ha despertado gran interés desde
hace tiempo.''” Uno de los ejes de esta terapia es la utilizaciéon de las DCs con el
propédsito de generar una vacuna capaz de inducir inmunidad adaptativa frente a un
determinado tipo de tumor. Sin embargo, a pesar de los multiples esfuerzos, este tipo
de vacuna contra el cdncer ha demostrado tener una eficacia limitada.??’ Este hecho
probablemente responda a la diversidad de metodologias empleadas para obtener las
DCs, la subpoblacién de DCs utilizada y las condiciones del cultivo para su obtencion, el
tipo de Ags utilizado para cargarlas, las multiples vias de administracién de las vacunas
e incluso el intervalo de tiempo entre una inmunizacion y otra.??® 118 No obstante,
debido a que las vacunas antitumorales basadas en DCs han demostrado tener limitada
toxicidad se las considera un enfoque terapéutico seguro y efectivo, por lo cual su
desarrollo continda en estudio.''” Para corroborar el fundamento de la vacunacién con
CPAs, un estudio evalué la capacidad inmunogénica de las DCs administradas a sujetos
sanos. Los resultados demostraron que una sola inyeccién de la vacuna constituida por

DCs pulsadas con un Ag, era suficiente para inducir respuestas inmunes especificas
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contra el Ag in vivo; mientras que por el contrario el Ag soluble por si solo no logré
inducir inmunidad.??® Se puede inferir entonces que las DCs humanas cargadas con Ags
y luego inyectadas pueden migrar hacia los tejidos linfoides para activar las células Ty

expandir la inmunidad celular.

Considerando a la inmunoterapia basada en DCs como una alternativa para el
tratamiento del cancer, mucho esfuerzo ha sido dirigido con el fin de optimizar la terapia
que involucra la manipulacién de estas células.?? Por un lado, la seleccién de los Ags
tumorales como blancos terapéuticos para el cargado de las DCs es sumamente critico
en este sentido. Las fuentes de Ag que pueden emplearse como cargo de las DCs son
muy diversas e incluyen Ags tumorales seleccionados y preparaciones de Ags completos
a partir de células tumorales. Se postula que las DCs cargadas con Ags tumorales totales
podrian tener un beneficio agregado, permitiendo el procesamiento y seleccién de

I"

epitopes de forma “natural” proporcionando como resultado una respuesta inmune que
involucre diversos clones de linfocitos T CD4*y CD8*.231 En consonancia con esto, se han
evaluado y desarrollado diferentes estrategias, como la irradiacion con luz UV, el shock
térmico o distintos tratamientos oxidativos de las células tumorales de manera de
obtener un cargo de células altamente inmunogénico y eficiente para activar las DCs.*3°
Por otro lado, se ha intensificado el estudio de las condiciones éptimas para generar DCs
in vitro con potencial inmunogénico en la clinica, centrandose en las condiciones de
cultivo y los estimulos de activacion de las células mas favorables para obtener Ila
respuesta inmune adecuada.??? En efecto, el estimulo de maduracidén constituye un

factor esencial impactando en la eficacia de las vacunas de DCs. Notablemente, estas

vacunas en ausencia de factores de maduracién apropiados inducen tolerancia.?33

Resultados previos han demostrado que niveles fisiolégicos de T3 inducen en las
DCs murinas la expresién de moléculas co-estimulatorias, la secrecién de citoquinas
proinflamatorias, y la capacidad aloestimulatoria de linfocitos T, favoreciendo asi el
desarrollo de respuestas proinflamatorias, asi como efectos citotdxicos vy
antitumorales.'® 187 193 Estos antecedentes respaldan nuestra hipétesis de que la accion
de T3 en las DCs potenciaria respuestas antitumorales in vivo, otorgando a la hormona

propiedades adyuvantes en inmunoterapia basada en DCs.
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En la presente tesis doctoral, inicialmente analizamos la capacidad de T3 de
favorecer la maduracién y funcién de las DCs in vitro, en presencia de Ags provenientes
de las células tumorales MC38 de carcinoma de colon. La estrategia aplicada para
obtener AATs con un alto potencial inmunogénico fue la irradiacién con luz UVB de las
células tumorales, obteniendo una mezcla de células MC38 viables, apoptédticas en
etapas temprana y tardia, y necréticas. Como se ha planteado anteriormente, la luz UV
se asocia a la induccién de muerte inmunogénica de las células tumorales promoviendo
la maduracion de las DCs.13° 134 En relacidon con lo anterior, nuestros resultados
demostraron que las células MC38-Apo/Nec fueron eficientemente capturadas tanto
por las DCs en condiciones basales, como las DCs estimuladas con T3. Sin embargo, la
presencia de la hormona indujo la expresién de CD86 en la superficie de las DCs y
potencid la produccion de las citoquinas proinflamatorias IL-12, IL-6 y TGF-B (Figura 25).
Estos efectos de la HT sobre las DCs murinas que coinciden con resultados previos del
grupo en otras condiciones experimentales,*® 1°3 son fundamentales durante el proceso
de maduracién y activacién de estas células para ser utilizadas en inmunoterapia
antitumoral. En este sentido, la molécula co-estimulatoria CD86 consolida la interaccion
entre las DCs y los linfocitos T, evento que estaria asociado a una activacién mas
eficiente de las células T.23* Asimismo, la produccién de IL-12 es esencial en la
inmunoterapia antitumoral basada en DCs debido a su capacidad de polarizar linfocitos
T CD4* virgenes hacia un fenotipo Thl productor de IFN-y y TNF-a;23° y prevenir el
desarrollo de células productoras de IL-4 inhibiendo en consecuencia el desarrollo del
programa transcripcional de las células Th2. 236 237 por otro lado, la IL-12 influye en las
propiedades de las células NK y T CD8" promoviendo en estas ultimas células su
sobrevida a largo plazo, asi como su diferenciacion en linfocitos efectores y de
memoria.?3® En este sentido, Chang et al. demostraron que el priming de IL-12 durante
la estimulacidn antigénica in vitro da como resultado un aumento significativo de la
poblacion de células T CD8* efectoras primarias y de memoria.?>® Ademas, la IL-12
estimula la presentacién de Ags y su presentacién cruzada por las DCs favoreciendo aun
mas la actividad citotéxica de las células CD8* y la respuesta de citoquinas de los
linfocitos CD4*.143 En este punto, es importante destacar que los niveles elevados de IL-
12p70 producidos por las DCs utilizadas en las vacunas en pacientes que padecen glioma

y melanoma correlacionaron positivamente con un resultado clinico méas favorable.?*°
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241 por su parte, la citoquina TGF-B induce la conversidn de la célula T virgen a una célula
Treg. Sin embargo, la presencia de TGF-B junto a IL-6 suprime el desarrollo de células
Treg y en su lugar inicia la diferenciacion a un perfil Th17 productor de IL-17 con
funciones proinflamatorias.®* Posteriormente, la accidon combinada de TNF-a, IL-1B e
IL-23 amplifican la expresion de IL-17.242 190 A su vez, la polarizacién Th17 en presencia

de TGF-B1 e IL-6, ha sido relacionada con la poblacién no-pTH17.%8

Las propiedades intrinsecas relevantes de las DCs para ser consideradas en la
inmunoterapia contra el cancer incluyen su migracién a los ganglios linfaticos, su
capacidad para polarizar la respuesta hacia un perfil Thl y su habilidad para realizar
presentacion cruzada de Ags a los linfocitos T CD8* favoreciendo la inmunidad citotéxica
protectora y especifica contra los tumores.'” Notablemente, resultados previos del
grupo de investigacion demostraron que T3 potencia la funcién de la DC en multiples
niveles de los requeridos para inmunoterapia, por lo cual podria considerarse a la
hormona como un adyuvante en este tipo de terapia.'®” 1%’ En efecto, estudios previos
del grupo de investigaciéon demostraron que la vacunacion con DCs estimuladas con T3
ex vivo y luego administradas a ratones en un modelo de melanoma, resulté efectiva
evidenciada por un incremento en el porcentaje de animales libres de tumor,
disminucién del volumen tumoral y aumento de la sobrevida de los animales. 87 197 A
pesar de que los resultados iniciales fueron promisorios, resultaba imprescindible
ampliar el estudio en otros modelos tumorales, considerando ademas que el modelo de
melanoma consistié en la utilizacion de células B16-OVA, que expresan de manera
artificial un Ag (OVA) y la respuesta fue evaluada contra OVA Unicamente. Por todo lo
expresado, en la presente tesis doctoral evaluamos en un modelo murino de carcinoma
de colon el tratamiento antitumoral con DCs estimuladas con la hormona, en presencia

de multiples Ags especificos tumorales.

Con relacidén al cancer colorrectal (CCR) como modelo tumoral a estudiar, segun
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2020 se encontraba en el segundo
lugar de incidencia en Argentina y representa la segunda causa principal de muerte
asociada al cancer. Ademas, a nivel mundial se encontraba en tercer lugar en incidencia
y segundo en muertes relacionadas al cancer.?*3 Si bien las iniciativas de prevencién y

detecciéon temprana de las ultimas décadas, junto con opciones de tratamiento
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mejoradas, han conducido a una reduccion en los diagndsticos y las muertes de CCR,
claramente no es un problema resuelto y los mayores inconvenientes surgen en aquellos
pacientes cuya enfermedad no se detecta en forma temprana. Por este motivo, el
desarrollo de nuevos tratamientos para el CCR es una necesidad permanente.?* La linea
celular MC38 de CCR deriva de un adenocarcinoma de grado Ill, el cual fue
quimicamente inducido en un ratén hembra C57BL/6, y usado desde entonces como un
modelo tumoral trasplantable. Numerosos estudios han demostrado Ila
inmunogenicidad de esta linea celular por lo cual se considera un excelente modelo para

investigar inmunidad antitumoral e inmunoterapias.?4° 246 247

Efremova et al. caracterizaron el genoma y transcriptoma de las células MC38
realizando la secuenciacién del exoma completo, secuenciacion de RNA, y utilizando
conjuntamente la técnica de polimorfismo de nucledtido uUnico (SNP: array-single
nucleotide polymorphism) que permite detectar la variacién en una Unica base en el
ADN, situacidon mas frecuente en el genoma humano.?® Lo interesante de esta
investigacion es la detecciéon de mutaciones promotoras conocidas del CCR humano en
las células MC38. Asi, se evidenciaron mutaciones sin sentido compartidas en los genes
TP53, PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa) y en la via de sefializacién de
TGF-B, como asi también mutaciones BRAF. Asimismo, se detectaron en las células
MC38 mutaciones en los genes que codifican al factor de transcripcion SOX9 y ARID1A
(dominio de interaccidn rico en AT de la proteina Al) que son frecuentes en CCR
humano.?*® Todos estos datos, sugieren que la linea celular MC38 es un modelo vélido

para estudiar el CCR con caracteristicas similares al que se desarrolla en humanos.

En relacion con los estudios en el modelo tumoral de carcinoma de colon,
nuestros datos demuestran que la vacunacion con DCs estimuladas con T3 en presencia
de células MC38-Apo/Nec como Ags tumorales, resulté competente a los fines de
inducir una respuesta antitumoral. En efecto, la inmunoterapia basada en el uso de DCs
maduradas con T3 causdé el retraso en la apariciéon de los tumores y la reduccién
significativa del crecimiento de los mismos en los ratones afectados. De los hallazgos en
conjunto, obtenidos en los modelos murinos de melanoma*®’ *” y carcinoma de colon,
se desprende el potencial de T3 como inmunomodulador de la funcion de la DC y su

posible utilizacién como adyuvante en las vacunas de DCs. Al indagar en el mecanismo
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probable del efecto de la vacunacién basada en DC-T3 sobre el tamano tumoral,
observamos una robusta respuesta de linfocitos T CD4* productores de IFN-y (Th1)
analizado tanto en esplenocitos, como a nivel del ganglio linfatico drenante del tumor
de los animales afectados. Cabe sefalar que las diferentes estrategias de inmunoterapia
antitumoral, como por ejemplo los agonistas de TLRs, tienen como finalidad la induccion
de este tipo de respuesta inmune.?*? Las células Th1 juegan un rol fundamental en la
generacién de células T CD8" de memoria protectora luego de una infeccién o
inmunizacién.?*? 252 En el contexto de las terapias antitumorales, estas células de
memoria adquieren importancia debido a su mayor potencial de proliferacion y
supervivencia; asi como su capacidad de proporcionar una proteccién mas robusta y
duradera contra los tumores, en relacidn a las células T CD8* efectoras primarias.?>3 En
paralelo, se demostré un aumento significativo en la poblacién de linfocitos CD8*
productores de IFN-y (LTCs) (Figura 25). Los LTCs son las células inmunes predilectas
para atacar el cancer y forman la columna vertebral de las inmunoterapias contra el
cancer exitosas actuales.?>* Al respecto, estas células son las encargadas de la
eliminacidn directa de las células tumorales que expresan los AATs a través de perforinas
y granzimas,?>° asi como también mediante la liberacion de IFN-y. Esta citoquina ha sido
histéricamente considerada un jugador central en la inmunidad antitumoral, con la
capacidad de influir tanto en las células cancerosas como en las células inmunes
efectoras. En particular, una funcion importante de IFN-y es la regulacion de la expresion
de las moléculas del MHC | sobre las células tumorales, las cuales son componentes
criticos de la maquinaria de presentacidn antigénica. El aumento de las moléculas MHC
| inducido por IFN-y logra incrementar la antigenicidad de las células tumorales,
favoreciendo asi la presentacion de Ags.>*® A su vez, IFN-y es capaz de inhibir la
proliferacion de las células tumorales provocando el arresto del ciclo celular e
induciendo la muerte de estas células por apoptosis.?>” 258 259 Aunque IFN-y ha sido
reconocido como un factor inmune antitumoral, se sugiere que ante una exposicidon
prolongada y/o una concentracion no éptima de IFN-y se desarrolle una presién inmune
selectiva sobre las células tumorales. Este mecanismo resulta en la remocion de las
células tumorales altamente inmunogénicas y favorece la generacién de variantes

genéticas, las cuales exhiben una reducida inmunogenicidad lo que las convertirian en
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“invisibles” para el sistema inmune.?®® La intervencion de IFN-y en este proceso,
caracteriza el lado pro-tumoral de esta citoquina y revela la naturaleza paraddjica de la
via de sefializacidn de IFN-y en cancer.?%! 262 En consonancia con su rol pro-tumoral, IFN-
v promueve la sintesis de moléculas inhibidoras o supresoras de la activacion del sistema
inmune, mediando asi mecanismos imunosupresores. 262 263 En el contexto de los
resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, la mayor concentracion de IFN-y se
observd en el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos y linfocitos aislados de
animales portadores de tumor inmunizados con DCs cargadas con AATs estimuladas con
T3. El aumento de los niveles de esta citoquina se correlaciond con la disminucién del
volumen tumoral en los ratones, lo que podria avalar las caracteristicas antitumorales

de esta citoquina (Figura 25).

Otro punto relevante en relaciéon con la respuesta inmune generada por la
inmunoterapia antitumoral es el aumento de las células Th17 (CD4* IL-17*) y Tc17 (CD8*
IL-17*) en bazo y ganglio linfatico drenante del tumor de los animales que recibieron DCs
pulsadas con células MC38-Apo/Nec y tratadas con T3. En consonancia, el aumento en
los niveles de IL-17, secretados al medio extracelular por los esplenocitos y linfocitos
provenientes de este grupo de ratones, concuerda con el mayor numero de células
productoras de IL-17 evidenciado en este grupo experimental. En definitiva, la mayor
induccion de una respuesta inmune mediada a través de IL-17 se correlaciond con un
menor volumen tumoral en los animales posterior a la inmunoterapia (Figura 25). Es
importante considerar que ademas de las células Th17 y Tc17, diferentes tipos de células
inmunes incluyendo, T-yd, NK, células linfoides innatas y linfocitos B tienen la capacidad
de producir IL-17.%° 2% En este sentido, demostramos previamente que las DCs
expuestas a T3 promueven la expansion de las células T-yd productoras de IL-17,1%3 |as
cuales presentan un rol ambiguo en la inmunidad antitumoral.?®> La participacién de
estas células en la respuesta observada no fue abordado en el presente trabajo de tesis.

Futuras investigaciones deberan dilucidar este aspecto.

A la luz de estos resultados y considerando que el rol de la IL-17 en cancer
presenta controversias en la actualidad, con efectos antitumorales y pro-tumorales
dependiendo el contexto, evaluamos el papel de esta citoquina como mediador de la

respuesta inmune antitumoral generada en el modelo de cancer de colon. Los
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experimentos realizados en ratones IL-17A/F KO (deficientes en el gen de IL-17) sugieren
que la citoquina proinflamatoria IL-17 seria esencial para mediar una respuesta inmune
antitumoral efectiva en la terapia con DCs estimuladas con T3. En este contexto, los
ratones IL-17 KO no lograron controlar el crecimiento de los tumores como los animales
WT, a pesar de haber recibido las vacunaciones con DCs pulsadas con T3. En
concordancia con nuestros hallazgos, Kryczek et al. demostraron que la produccién
endogena de IL-17 contribuye a la reduccidn del crecimiento tumoral inducido a través
de la inyeccién por via s.c. de las células MC38 y ademas reduce a la formacion de
metdstasis pulmonar por administracién intravenosa de dichas células.?® Asimismo,
este estudio reveld que el mayor crecimiento tumoral y metdstasis pulmonar
observados en los ratones IL-17 KO estuvo asociado a una disminucion de las células NK
IFN-y* y a una menor respuesta de células T productoras de IFN-y especificas de los Ags
tumorales, encontradas tanto en los ganglios linfaticos drenantes como en el

microambiente tumoral.

La IL-17 ha sido descripta como una citoquina prevalente en el microambiente
tumoral, donde presenta roles duales tanto en el crecimiento como en la eliminacién
tumoral.?!8 En relacidn con los efectos pro-tumorales, la IL-17 estimula de forma directa
a las células cancerosas, asi como favorece el crecimiento tumoral indirectamente
mediante el reclutamiento de células inmunes con funcidon inmunosupresora al
microambiente tumoral. Esta citoquina se une al receptor de IL-17 en multiples células
tumorales iniciando vias de sefializacidn involucradas en la activacién de factores de
transcripcion, kinasas, metaloproteinasas de matriz involucradas en la remodelacién
tisular y proteinas antiapoptdticas.?®’ En adicidn, existe evidencia que sostiene que la
activacion de sefiales mitogénicas y de sobrevida en las células tumorales inducidas por
IL-17 les confiere resistencia frente a diversos agentes citotéxicos usados en la clinica en
una variedad de lineas tumorales.?8 26° A su vez, ha sido reportada la presencia de IL-17
en el microambiente del tumor primario metastasico de un modelo murino de cancer
de mama.?’® En este estudio, el bloqueo farmacoldgico de esta citoquina con un
anticuerpo anti-IL-17 inhibid significativamente el crecimiento del tumor, lo que indica

un posible rol de IL-17 en el crecimiento del tumor mamario.?”°
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Por otro lado, los efectos antitumorales de IL-17 se relacionan directamente con
la apoptosis de la célula tumoral y en forma indirecta mediante la activaciéon de las
células inmunes con funcién antitumoral y la induccién de las células T yd INFy*, Thly
Th17. Notablemente, la expresidon de IL-17 se correlaciona con un mejor prondstico y
sobrevida en pacientes que cursan diferentes tipos de cdncer, apoyando el rol de IL-17
en la inmunidad antitumoral.?®’ En el mismo sentido, un aumento en el nUmero de
células IL-17* en cancer cervical correlaciona con tumores pequefios y menor invasion
vascular.?’! Asimismo, en el cancer colorrectal se ha observado que IL-17 recluta
neutrdfilos con funcién antitumoral estimulando, ademads, una respuesta mediada por
células T que se correlaciona con mejor sobrevida.?’?> Benchetrit et. al. analizaron el
papel de las células T en la actividad bioldgica de IL-17 para el control del crecimiento
tumoral.?’? El estudio consistid en la induccidon de la expresion de IL-17 en las células
tumorales que posteriormente fueron inoculadas a ratones inmunocompetentes
singénicos. Estos autores demostraron la inhibicion en el crecimiento de los tumores
capaces de sintetizar IL-17 y la generacion de LTCs especificos dirigidos contra los Ags
inmunodominantes de dichos tumores. De modo que estos resultados sugieren la
implicancia de los linfocitos T en la actividad antitumoral mediada por IL-17. En paralelo,
un estudio demostré que los ratones IL-17a7/ (deficientes en IL-17A), se presentaron
mas susceptibles a desarrollar metdstasis pulmonar de melanoma que sus controles
WT.?4 Consecutivamente, los autores realizaron experimentos de transferencia
adoptiva con células Th17 a los ratones IL-17a”/" previamente inoculados por via i.v. con

274 Efectivamente, los ratones a los cuales se les transfirid las

las células de melanoma.
células Th17 contenian un ndmero reducido de colonias tumorales en el pulmdn, un
mayor numero de leucocitos infiltrantes CD45* en los pulmones y aumento en el numero
de células T CD4* y CD8*. En base a estos resultados, los autores concluyeron que las
células Th17 provocan una inflamacidn protectora que promueve la activacion de las
células T CD8* especificas del tumor.?’* Por otro lado, en linea con la transferencia
adoptiva de células inmunes, un trabajo reciente ha demostrado que los linfocitos Th17,
a diferencia de otras células T, no requieren de los protocolos de expansiéon rapida a
largo plazo que son utilizados generalmente, y que ademds son mas resistentes a la

senescencia o apoptosis, conservando una sélida eficacia antitumoral in vivo.?”>
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Nufiez et. al. evaluaron la capacidad de IL-17 de promover la infiltracion tumoral
de células supresoras mieloides (MDSCs, acrénimo del inglés Myeloid-Derived
Suppressor Cells), linfocitos Treg y células T CD4* IFN-y*, en un modelo de ratén
deficiente del receptor huérfano relacionado al 4cido retinoico yt (RORyt),%’® el cual es
un factor de transcripcién maestro que controla la diferenciacién y el mantenimiento de
los subconjuntos de células T efectoras CD4* y CD8* tipo 17, Thl7 y Tcl7,
respectivamente.?’” En este trabajo, los autores reportan un porcentaje reducido de
células Th17 en el microambiente tumoral de aquellos ratones deficientes en RORyt, lo
cual conduce a un mayor crecimiento tumoral. A su vez, observaron que este efecto
podia revertirse mediante la transferencia adoptiva de células Th17.2’6 Ademas, los
autores demostraron que las diferencias en el crecimiento tumoral no se asociaron con
cambios en la acumulacidn o funcién supresora de las MDSC y las células Treg, sino que
se relacionaron con una disminucion en la proporcién de células T CD4* en el tumor. En
base a los resultados obtenidos, ellos sugieren que las células Th17 no afectan el
reclutamiento de poblaciones inmunosupresoras, sino que favorecen el reclutamiento

de células Th1 efectoras en el tumor, promoviendo asi respuestas antitumorales.?”®

Teniendo en cuenta el rol de IL-17 en la regulacién de la angiogénesis en el

contexto neoplésico,?%°

evaluamos su implicancia en la estrategia de vacunacion
utilizada en nuestro modelo de estudio. En este sentido, se evidencié un incremento del
area vascular en relacién al volumen tumoral en aquellos tumores extraidos de los
ratones WT en relacién a los IL-17 KO, indicando una mayor vascularizacién del tumor
en los animales que expresan IL-17.278 Estos resultados estdn en consonancia con la
tendencia al aumento observada en la expresiéon de ARNm de VEGF en los tumores de
animales WT respecto a los IL-17 KO. Asimismo, se ha reportado que IL-17 media la
angiogénesis en cancer de pulmdn de células no pequefias (NSCLC) a través de la
migracion de células endoteliales vasculares y la estimulacion de la produccién de
factores proangiogénicos como VEGF.2?2 A su vez, estos autores demostraron una
estrecha correlacidn positiva entre los niveles seroldgicos de IL-17 y la concentracién de

VEGF en los pacientes con NSCLC, acompafiado con un incremento en la vascularizaciéon

tumoral.?’? De acuerdo con estos resultados, la accidon de la IL-17 sobre el TME favorece
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la expresion de factores angiogénicos y promueve la angiogénesis en diversos tipos de

tumores murinos.280

Sobre la base de la hipdtesis formulada por Judah Folkman en 1971 que
establece que el crecimiento tumoral depende de la angiogénesis y que la inhibicién de

281 esta drea de investigacion presenta

la misma tendria un beneficio terapedutico,
actualmente una base cientifica sélida.?®? La angiogénesis es considerada como uno de
los procesos promotores del crecimiento tumoral, debido a que una mayor irrigacién
garantiza el suministro de oxigeno y nutrientes al las células tumorales para su
crecimiento. Asimismo, la vasculatura asociada al tumor contribuye a la migracion de las
células malignas, permitiendo la generacién del nicho metastésico.?®® En funcidon de
estas consideraciones, la inhibicion de la angiogénesis es un campo de estudio
interesante en el desarrollo de terapias para el tratamiento del cancer. Sin embargo, a

pesar de los resultados preclinicos prometedores, las monoterapias antiangiogénicas

solo condujeron a beneficios clinicos leves.?8

Por otro lado, el estrés hipdxico en el TME promueve mecanismos de escape del
tumor de la vigilancia inmune, promoviendo la tumorigénesis. Al respecto, la hipoxia
regula la promocién tumoral mediante diversos mecanismos que incluyen el desarrollo
de angiogénesis, la adquisicidon de heterogeneidad fenotipica tumoral, la promocion de
tolerancia inmune a través de la aparicion de variantes tumorales inmunoresistentes y
la inmunosupresiéon en el TME.?8 28 En relacién a este ultimo punto, la hipoxia
promueve la acumulacién de MDSCs y de células Treg, facilita la diferenciaciéon vy
polarizacién de los macrdéfagos asociados al tumor en un perfil M2 e inhibe la activacion
y funcién de las células T citotdxicas. En efecto, han surgido nuevas perspectivas
terapéuticas con la finalidad de inducir la normalizacién de la irrigaciéon tumoral.?®’ El
principal objetivo de estas terapias no implica la inhibiciéon del desarrollo de vasos
sanguineos, sino por el contrario restablecer la estructura y funcionalidad de Ia
vasculatura presente en el tejido tumoral. La normalizacion del sistema vascular del
tumor corrije su oxigenacidn, favorece el transporte de sustancias y el infiltrado de
células inmunes efectoras al TME, contribuyendo a mejorar la eficacia de la radioterapia,
quimioterapia e inmunoterapia.?®® Nuestros resultados en el modelo de carcinoma de

colon, indican que la mayor vascularizacién observada en los tumores de los ratones WT
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gue recibieron la vacunacidon con DCs cargadas con AATs estimuladas con T3, se
correlaciona con una reduccién del tamaiio tumoral. Con estos hallazgos, se podria
hipotetizar que la mayor irrigacién sanguinea del tumor, dependiente de IL-17,
permitiria mejorar la perfusion tisular y el acceso de las células inmunes efectoras al
TME, potenciando asi el efecto terapeutico de la inmunoterapia.?’ Los mecanismos a
través de los cuales la IL-17 podria mediar el efecto antitumoral en el presente modelo
aun deben ser esclarecidos en su totalidad. En efecto, el estudio de las poblaciones
inmunes que se encuentran en el TME, asi como la profundizacién del sistema vascular
desarrollado en el tumor, permitirian entender de forma mads precisa la causa de la
reduccion de la masa tumoral. Considerando que las estrategias terapeuticas
emergentes de normalizacidn vascular presentan un gran potencial para lograr vasos
sanguineos maduros y funcionales que alivian la hipoxia tumoral,'?? resulta atractivo el
abordaje de futuras investigaciones a fin de identificar estrategias de terapias

combinadas que potencien la inmunidad antitumoral.

En definitiva, nuestros resultados sugieren que la inmunoterapia basada en DCs
estimuladas con T3 en presencia de Ags tumorales proporciona un enfoque terapéutico
antitumoral que podria aplicarse como una alternativa a las terapias convencionales o
como complemento de otras estrategias inmunoterapéuticas que incluyen el bloqueo
de puntos de control inmunolégico (CTL-4, PD-1/PDL-1, LAGS3, etc.), a fin de aumentar la
eficacia clinica.?®® 20 Al respecto, reportamos previamente la capacidad de T3 de
modular el eje PD-1/PDL-1, reduciendo la expresion de PDL-1 y PDL-2 en las DCs y la
frecuencia de las células T que expresan PD-1 en ensayos in vitro e in vivo.*®® Estos
hallazgos estarian asociados a una inhibicién de la tolerancia inmune, aspecto esencial

para alcanzar una respuesta inmune antitumoral eficaz.

A modo de resumen, la Figura 25 esquematiza los principales hallazgos de la
primera parte de la presente tesis doctoral. Esta figura destaca el posible mecanismo
involucrado en el éxito terapéutico de la inmunoterapia basada en DCs estimuladas con

la HT activa, T3, y cargadas con AATs en el modelo de cancer de colon murino.
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Figura 25. Esquema hipotético de los efectos de la inmunoterapia basada en DCs-AATs
estimuladas con T3 en el modelo de carcinoma de colon murino.

El tratamiento de las iDCs con T3, en presencia de las células MC38-Apo/Nec como AATSs, induce
su maduracidn y activacion, observandose un incremento en la expresion de moléculas co-estimuladoras
y citoquinas como IL-12, IL-6 y TGF-B. Por su parte, la inmunoterapia con DCs estimuladas con T3 y
cargadas con AATs a ratones portadores de cancer de colon, es capaz de reducir el tamafio tumoral. El
efecto de la vacunacidn se asocia a la polarizacion de la respuesta inmune hacia los perfiles Thl y Th17,
los cuales a su vez fomentarian la induccion de los LTCs y las células Tcl7. La respuesta inmune
desencadenada se acompaia con un notable incremento en la secrecidon de las citoquinas efectoras
caracteristicas de los perfiles inducidos como son IFN-y e IL-17.
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6. RESULTADOS I

- Andlizar el efecto de las HTs sobre las caracteristicas y

funcionalidad de DCs humanas

6.1 Evaluacion de los efectos de T3 sobre DCs humanas (huDCs).

6.1.a T3 promueve la maduracion de huDCs.

Como se ha expresado anteriormente, la maduracién y activacién de las DCs es
un proceso esencial para el inicio de la inmunidad adaptativa especifica de Ag e incluye
el aumento en la expresion de moléculas co-estimuladoras y sintesis de ciertas
citoquinas.''” En relacidon a lo anterior, diversos estudios realizados por el grupo de
trabajo donde se realizé esta tesis doctoral reportaron el rol critico de T3 en la regulacidn
de la fisiologia de las DCs murinas y la induccion de respuestas inflamatorias Thly Th17,
asi como citotodxicas.1®> 18 187 193 Ademds, los datos evidenciaron que las DCs
estimuladas con T3 son capaces de potenciar la inmunidad antitumoral en un modelo
murino de melanoma y en el modelo de carcinoma de colon desarrollado en la presente
tesis doctoral.’®” %7 En funcidn de lo planteado y considerando la posible transferencia
a la clinica humanay al futuro tratamiento de pacientes oncolégicos, se llevaron a cabo
experimentos iniciales a los fines de determinar si la exposicién de huDCs a T3 podria
resultar en cambios fenotipicos y funcionales relevantes. Para ello las PBMCs fueron
obtenidas a partir de leucocitos de sangre periférica humana, y posteriormente se
aislaron los monocitos CD14* como se detalla en el apartado 3.11. A continuacién, estas
células se cultivaron en presencia de IL-4 y GM-CSF recombinantes humanos, para
favorecer su diferenciacion a iDCs. Luego de 6 dias de cultivo, las iDCs no adheridas a la
placa fueron tratadas con T3 (10 nM) o LPS (100 ng/mL, control positivo)?°* por 18 horas.
Posteriormente, se procedidé a la caracterizacion fenotipica de las DCs luego de los
tratamientos. A tal fin, las DCs fueron marcadas superficialmente con anticuerpos anti-
CD11c, anti-CD86 y anti-HLA-DR humanos y adquiridas en un citémetro de flujo. El

analisis de los datos obtenidos demostré que la exposicion de iDCs a la hormona T3
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favorecio la expresion de la molécula co-estimuladora CD86 en forma significativa,
siendo este aumento evidenciado tanto en el porcentaje de células CD11c* CD86*
(Figura 26 A, B), como en la MFI de expresion de este marcador (Figura 26 C). Este
resultado sugiere que las huDCs estimuladas con T3 adquieren un perfil de maduracién
similar al obtenido en presencia de LPS. La molécula HLA-DR exhibe como principal
funcion presentar Ags peptidicos a los linfocitos T y junto con las moléculas HLA-DP y -
DQ conforman el grupo de los llamados receptores del MHCIl en humanos.?®? Por tal
motivo, nos propusimos analizar la expresién de HLA-DR en huDCs luego del tratamiento
con la hormona. En efecto, observamos una tendencia a incrementar en el porcentaje
de huDCs HLA-DR* en las células tratadas con T3 con respecto al control (Figura26 Dy

E, p= 0,0592).
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Figura 26. Efecto de T3 sobre el fenotipo de las huDCs.

Las huDCs fueron obtenidas a partir de monocitos de sangre periférica de donantes sanos. Los
monocitos se diferenciaron a huDCs inmaduras en presencia de IL-4 y GM-CSF por 6 dias y posteriormente
fueron tratadas con T3 (10 nM) y LPS (100 ng/mL, control positivo) por 18 horas. Luego, las células se
marcaron utilizando los anticuerpos APC-anti-CD11c, PE-anti-HLA-DR y PerCP-CY5.5-anti-CD86 y se analizd
la expresion de los marcadores superficiales de maduracion en la poblacién CD11c* por citometria de
flujo. (A) Dot plots representativos del analisis de las huDCs CD11c* que expresan el marcador CD86 en
condiciones basales (DC) y luego del tratamiento con T3 (DC+T3) o LPS (DC+LPS). (B) Analisis comparativo
del porcentaje de células CD11c* CD86*. (C) Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia media
(MFI) de CD86 en la poblacion CD11c*. (D) Dot plots representativos del andlisis de las huDCs CD11c* que
expresan HLA-DR en condiciones basales (DC) y luego del tratamiento con T3 (DC+T3) o LPS (DC+LPS). (E)
Analisis comparativo de la frecuencia de células CD11c* HLA-DR*. (F) Analisis comparativo de la MFI de
HLA-DR* en la poblacién CD11c*. Los datos se expresan como media + DE y corresponden a un
experimento representativo de un total de tres con resultados similares. *p<0.05, **p<0.01 vs DC;
#p<0.05 vs DC+T3. ANOVA, Student-Newman-Keuls.
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6.1.b T3 estimula la activacion de huDCs favoreciendo la produccion de IL-12.

Considerando el efecto de T3 sobre la maduraciéon de huDCs, se analizo la
capacidad de esta hormona de inducir cambios en el estado de activacién de las huDCs.
Para ello, los monocitos diferenciados a huDCs inmaduras se cultivaron en presencia de
T3 (10 nM) o LPS (100 ng/mL, control positivo) por 18 horas. Durante las ultimas 4 horas
de cultivo se agregd Brefeldina A para inhibir el transporte intracelular de proteinas.
Posteriormente, se procedié a la tincién superficial de CD11c en las huDCs y luego a la
marcacioén intracelular con un anticuerpo anti-IL-12 humano para ser analizadas por
citometria de flujo. En la Figura 27 A se observan dot plots representativos del
subconjunto de células CD11c* productoras de IL-12. En efecto, se evidencié un aumento
significativo (aproximadamente 8 veces) en la frecuencia de células CD11c* IL-12* luego
del tratamiento con la HT, comparado con el control sin estimular (DC) (Figura 27 B). A
su vez, se registré un aumento significativo en la MFI en las huDCs estimuladas con T3,

indicando una mayor expresion de IL-12 por cada célula (Figura 27 C).

-101 -



| Resultados Il

A

Pre-gate en células CD11¢*

DC DC+T3 DC+LPS

0.18| ; 1.04| ;
wé L | T ; L | | E----

2.0+ 8 -
g *k
F‘! 1'5- *E g 6 -
4 =
% | m
c 1.0 s 4
8 g
. 2
& 0.51 2
3
©
o e

0.0 . T 0 r T

DC DC+T3 DC+LPS DC DC+T3 DC+LPS

Figura 27. Efecto de T3 en la produccion de IL-12 en huDCs.

Las huDCs fueron obtenidas a partir de monocitos de sangre periférica de donantes sanos. Los
monocitos se diferenciaron a huDCs inmaduras en presencia de IL-4 y GM-CSF por 6 dias y posteriormente
fueron tratadas con T3 (10 nM) y LPS (100 ng/mL, control positivo) por 18 horas. Las células se incubaron
con Brefeldina A durante las ultimas 4 horas del tratamiento, se marcaron utilizando los anticuerpos APC-
anti-CD11c y PE-anti-IL12 y finalmente se analizd la expresidon de IL-12 en la poblacién CD11c* por
citometria de flujo. (A) Dot plots representativos del analisis de las huDCs que expresan IL-12 en
condiciones basales (DC) y por el tratamiento con T3 (DC+T3) o LPS (DC+LPS), previa seleccion de la
poblaciéon CD11c*. (B) Analisis comparativo de la frecuencia de huDCs productoras de IL-12 (CD11c* IL-
12*). (C) Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia media (MFI) de IL-12* en la poblacién
CD11c". Los datos se expresan como media = DE y corresponden a un experimento representativo de un
total de tres con resultados similares. **p<0.01 vs DC; #p<0.05 vs DC+T3. ANOVA, Student-Newman-Keuls.

Estos resultados iniciales sugieren que T3 induce la maduracion fenotipica y

funcional de huDCs derivadas de monocitos.
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7. DISCUSION II

Desde hace décadas la relacion entre el sistema inmune y las hormonas
producidas por la glandula tiroides ha despertado gran interés. Actualmente, la
interrelacién entre ambos se encuentra mejor establecida, y se evidencia claramente en
que las fluctuaciones fisiopatoldgicas de los niveles de HTs son capaces de afectar la
respuesta inmune. Efectivamente, diferentes situaciones que afectan la accién de las
HTs tienen un impacto en las caracteristicas y/o funciones de las células inmunes, y se
ven reflejadas en el estado del sistema de defensas del huésped.® A su vez, los trastornos
relacionados con la inmunidad conducen a las disfunciones tiroideas mas frecuentes, las
cuales tienen un origen autoinmune, como la Enfermedad de Graves y la Tiroiditis de
Hashimoto.'? 293 Aunque la conexién entre las HTs y el sistema inmune es compleja y
aun no se comprende por completo, en la actualidad se considera tanto a los linfocitos
By T como a las diferentes células de la inmunidad innata, células blanco de la accién

de las HTs.89 155 156

En cuanto a la acciéon de las HTs sobre las principales CPAs, los primeros
resultados del efecto de T3 sobre las DCs murinas fueron reportados por nuestro grupo
de trabajo y posteriormente su capacidad de direccionar la respuesta inmune
adaptativa.'®> 186 187193 por otro lado, la comprensidn del rol de las HTs en la biologia de
las DCs humanas aun es limitada. En este sentido, Mooij et al. proporcionaron las
primeras evidencias de que las HTs, principalmente T3, y otros derivados iodados son
capaces de favorecer la diferenciacién de monocitos humanos de sangre periférica a DCs
funcionales.?®* Mas de una década después, Dedecjus et al. evidenciaron que el estado
tirometabdlico influye en las principales poblaciones de DCs de sangre periférica de
humanos, las DCs plasmocitoides y mieloides.'®® Ademas, observaron que en pacientes
con cancer de tiroides luego de la ablacidn quirdrgica de la glandula, la sustitucién de T4
aumento la frecuencia de estas poblaciones de DCs, y la expresion de CD86 y HLA-DR en
estas células. Es importante sefalar que los pacientes que participaron en este estudio
no presentaron enfermedades autoinmunes, por lo cual representd un buen modelo

para analizar la influencia de la administracidn de HTs en las DCs humanas en circulacién.
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Posteriormente, el mismo grupo de investigacion reportd que pacientes hipotiroideos
por causa de Tiroiditis de Hashimoto, que recibieron el tratamiento con T4 con dosis
adecuadas para alcanzar el eutiroidismo, presentaron un incremento en la expresion de
moléculas co-estimuladoras en la poblacion de cDCs.**° Por otro lado, pacientes que
presentan Enfermedad de Graves autoinmune mostraron niveles elevados de IL-12 en
circulacion en su estado de hipertiroidismo.?%> Por el contrario, durante el tratamiento
farmacoldgico del hipertiroidismo con metimazol o propiltiouracilo, los niveles de IL-12
disminuyeron y se correlacionaron con el descenso de la concentracion de T3y T4 libres.
Estos autores ademas observaron un incremento de los niveles séricos de IL-12 en
sujetos controles luego de la administracién de T3. De acuerdo con estos hallazgos, las
pDCs humanas cultivadas ex vivo en presencia de T3 en combinacién con el factor de
maduracion sCD40L (ligando soluble de CD40) aumentd la habilidad de las DCs de
incrementar la respuesta proliferativa y la secrecion de IL-12 por los PBMCs.*®° Por su
parte, los hallazgos obtenidos en esta tesis doctoral en relacion con el efecto de T3 en
las DCs humanas se encuentran en consonancia con los reportes mencionados, aunque
en un contexto experimental diferente. Efectivamente, el tratamiento de DCs humanas
diferenciadas a partir de monocitos de sangre periférica con concentraciones fisiolégicas
de T3 estimuld el aumento en la expresién de CD86, asi como una tendencia al aumento
en la expresidon de HLA-DR. Asimismo, luego de la estimulacién de las huDCs con T3 se
evidencido un mayor numero de huDCs productoras de IL-12, acompafiado de un
aumento en la expresidn de esta citoquina en estas células (Figura 28). En definitiva,
nuestros resultados en conjunto con los reportes de la bibliografia sugieren un efecto
inmunomodulador de las HTs sobre las DCs humanas, favoreciendo su maduracion y

activacién funcional, de acuerdo con nuestros resultados en DCs murinas.'8>

Retomando el concepto de que las DCs son CPAs profesionales, que cuentan con
el potencial de inducir diferentes respuestas inmunes, se han convertido en el centro
del escenario de la inmunoterapia activa. Por esta razén, desde hace afios se encuentran
en estudio diferentes estrategias destinadas a manipular ex vivo las caracteristicas
inmunomoduladoras de las DCs con diferente grado de maduracién y activaciéon. En este
contexto, existen evidencias de los efectos clinicos de la inmunoterapia basada en el uso

de DCs para el tratamiento del cancer, desérdenes autoinmunes y en el rechazo de

-104 -



Discusion |l

trasplantes. Entre las biomoléculas que causan tolerancia en las DCs se encuentran
hormonas como los glucocorticoides (dexametasona) y el metabolito activo de la
vitamina D (vitamina D3). Ambas hormonas han sido ampliamente evaluadas como
agentes farmacolégicos en DCs humanas para la generacion de DCs con caracteristicas

tolerogénicas para su uso en enfermedades autoinmunes y rechazo de transplantes.?®®

297 298 299

Por su parte, la inmunoterapia antitumoral se encuentra en constante y rapido
desarrollo, con mas de 200 ensayos clinicos finalizados hasta la fecha.??6 131 300 |5
vacunacion basada en DCs implica el aislamiento de poblaciones particulares de DCs
autdlogas3®? o la generacién y amplificacion in vitro de DCs derivadas de monocitos de
sangre periférica, seguido de su manipulacion ex vivo y reinyeccion en los pacientes.3%?
En este sentido, la mayoria de los ensayos clinicos de vacunas de DCs destinadas a
combatir el cancer se basan en el uso de DCs derivadas de monocitos.?** A lo largo de
los afios desde su descubrimiento y caracterizacion como un tipo de célula
morfoldgicamente Unico con capacidad para activar linfocitos T virgenes, se han
desarrollado varios métodos para generar DCs de aplicacion clinica. EI método mas
utilizado, es su diferenciacién a partir de monocitos utilizando una combinacién de
citoquinas, que involucran el GM-CSF y la IL-4.3%% Con relacién a las poblaciones de DCs
encontradas naturalmente en sangre periférica, exhiben una mejor capacidad de
presentacidon antigénica que las DCs derivadas de monocitos debido a la mayor
expresion de moléculas MHC, por lo que han sido propuestas como la base para las
vacunas de la préxima generacién. Sin embargo, su efectividad todavia no ha sido
afianzada debido a la baja frecuencia de las subpoblaciones de estas células en sangre

periférica y la dificultad en su purificacién.'3!

Teniendo en cuenta el éxito de la inmunoterapia basada en DCs, utilizando T3
como un adyuvante potenciador de la funcion de estas células en los modelos murinos
de melanoma y carcinoma de colon,'®” se desprende la importancia de evaluar el efecto
de T3 en DCs humanas considerando la posible transferencia futura de nuestros
resultados a la oncoterapia clinica. En efecto, los resultados de la presente tesis doctoral
aportan las primeras evidencias de la accién de T3 en las huDCs. Sin embargo, resulta

indispensable la profundizacidn en este sentido, con investigaciones futuras dirigidas a
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ampliar el perfil de citoquinas analizadas, determinar las respuestas adaptativas
inducidas, capacidad migratoria, entre otras propiedades esenciales en Ia
inmunoterapia. Ademas, resulta interesante explorar la expresién y funcionalidad de los
receptores de HTs en huDCs, como las isoformas de TRy la integrina de membrana av33,
asi como el mecanismo molecular involucrado en la accién de la hormona. Cabe destacar

gue hasta nuestro conocimiento este aspecto no ha sido abordado en DCs humanas.

A modo ilustrativo, la Figura 27 resume en conjunto, los resultados obtenidos de
la segunda parte de la presente tesis doctoral en relacion con los efectos de T3 sobre las

huDCs.

huDCs
HLA-DR ‘ maduras y

activadas

—
& .
®
. huDCs CcD86 oo o|L-12
inmaduras e e © 4

° ©%e o

® ® L Y °
R @

Figura 28. Esquema de los efectos de T3 en la maduracidon fenotipica y funcional de huDCs.

La Hormona Tiroidea biolégicamente activa, T3, genera la maduracién fenotipica de las huDCs
derivadas de monocitos a través de la induccidn en la expresion de la molécula co-estimuladora CD86 y
HLA-DR en su superficie. En paralelo, la hormona T3 regula la funcionalidad de las huDCs estimulando la
produccion de la citoquina proinflamatoria IL-12.
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8. CONCLUSION GENERAL

En conclusion, a lo largo de este trabajo de tesis doctoral se demostré la eficacia
de la utilizacién de la HT bioldgicamente activa, T3, para la manipulaciéon de las
propiedades inmunogénicas de las DCs, tanto murinas como humanas, regulando
positivamente el desarrollo de la inmunidad protectora. En este sentido, los hallazgos
obtenidos sugieren también que la inmunoterapia basada en DCs estimuladas con T3 en
presencia de un Ag tumoral especifico, proporcionaria una alternativa en la generacion
de DCs clinicamente relevantes, para ser utilizadas en la terapia antitumoral. A su vez,
la caracterizacion de la respuesta inmune inducida luego del tratamiento con las
vacunaciones basadas en DCs estimuladas con T3, evidencié la generacién de células T
efectoras del tipo Thl, Th1l7 y células T CD8* tanto citotdxicas productoras de IFN-y
(LTCs), como productoras de IL-17 (Tcl7). Ademas, los resultados indican que la
presencia de IL-17 es fundamental para la induccion de una inmunidad protectora

efectiva contra las células tumorales murinas de cancer de colon.

Por otro lado, los incipientes resultados obtenidos en este trabajo indican que T3
es capaz de ejercer un efecto inmunomodulador sobre DCs derivadas de monocitos
humanos, favoreciendo su maduracién y su activacidon. Estos hallazgos son
prometedores y alientan la profundizacidon del estudio del efecto de T3 sobre DCs
humanas, aspecto muy poco explorado y de trascendencia considerando la potencial
transferencia de los resultados obtenidos en modelos murinos a la clinica oncoldgica

humana.

Por su parte, las patologias relacionadas con la glandula tiroidea son las
disfunciones enddcrinas mas comunes, habiéndose reportado innumerables casos de
pacientes con desdrdenes hipo e hipertiroideos con consecuencias inmunoldgicas.
Nuestras observaciones pueden contribuir a la comprensién de dichas consecuencias,
ayudando a esclarecer los efectos de T3 sobre el inicio de la respuesta inmune

adaptativa. Un enfoque que sin dudas merece una mayor evaluacién clinica.
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10. ABREVIATURAS

AATSs: Antigenos asociados a tumor
Acs: Anticuerpos

Ags: Antigenos

CCR: Cancer colorrectal

cDCs: Células Dendriticas convencionales

CDP: Precursor de Célula Dendritica Comun (del inglés “Common DC Precursor”)
cMoP: Progenitor de Monocitos Comun (del inglés “Common Monocyte Progenitor”)
CMPs: Progenitores Mieloides Comunes (del inglés “Common Myeloid Progenitors”)
CPA: Células presentadoras de antigenos

DCs: Células Dendriticas (del inglés “Dendritic cells”)

ELISA: Enzimoinmunoensayo en fase sélida (del inglés “Enzime linked immunosorrbent

assay”)

GM-CSF: Factor de estimulacidn de colonias de granulocitos-macréfagos (del inglés

“granulocyte-macrophage colony stimulating factor”)

GMP: Progenitor de Granulocitos-Macrdéfagos (del inglés “Granulocyte—Macrophage

Progenitor”)

HSCs: Células Madre Hematopoyéticas (del inglés “Haematopoietic Stem cells”)
HTs: Hormonas tiroideas

huDCs: Células Dendriticas humanas

i.v.: Intravenosa

ICB: Bloqueo de puntos de control inmunoldgico (del inglés “immune checkpoint

blockade”)
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Abreviaturas

iDC: Célula Dendritica inmadura

IDO1: Enzima indolamina 2,3-dioxigenasa-1
IFN: Interferdn

IL: Interleuquina

ILCs: Células linfoides innatas

iNOS: Enzima dxido nitrico sintasa inducible
IRF: Factor regulador de interferdn (del inglés “Interferon regulatory factor”)
iTreg: Células Th reguladoras inducibles

Li: Linfocitos

LPS: Lipopolisacarido

LTC: Linfocitos T citotoxicos

M.O: Médula 6sea

mDC: Célula Dendritica madura

MDSC: Células supresoras derivadas de mieloides (del inglés “Myeloid-derived

suppressor cell”)

MFI: Intensidad de fluorescencia media (del inglés “mean fluorescence intensity”)
MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

moDC: Células Dendriticas derivadas de monocitos

MPPs: Progenitores Multipotentes (del inglés “Multipotent Progenitors”)

NETs: Trampas extracelulares de neutréfilos (del inglés “neutrophil extracelular traps”)

NK: Células asesinas naturales (del inglés “Natural Killer”)
PBMC: Células mononucleares de sangre periférica
PBS: Solucién tampdn de fosfatos (del inglés “Phosphate balanced solution”)

pDCs: Células Dendriticas plasmocitoides
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Abreviaturas

PGE;: Prostaglandina E2
PMNs: Células polimorfonucleares

RORyt: Receptor huérfano relacionado al 4cido retinoico yt (del inglés “retinoic acid

related orphan receptor gamma-t”)

ROS: Especies reactivas de oxigeno (del inglés “reactive oxygen species”)

RRP: Receptores de reconocimiento de patrones
s.c.: Subcutanea

SFB: Suero fetal bovino

SP: Sangre periférica

Tcl7: Células T citotdxicas 17

TCA: Terapia celular adoptiva

TGF-B: Factor de crecimiento transformante Beta (del inglés “transforming growth

factor”)

Th: Linfocitos T colaboradores (del inglés “helper”)

TLRs: Receptores de tipo Toll (del inglés “Toll like receptors”)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral Alpha (del inglés “Tumor necrosis factor”)
Tregs: Células T regulatorias

TREs: Elementos de respuesta a Hormona Tiroidea (del inglés “Thyroid or T3 response

elements”)

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (del inglés “vascular endothelial

growth factor”)

WHO: Organizacion Mundial de la Salud (del inglés “world health organization”)
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