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Resumen

Las células dendriticas (CD) tienen la capacidad de adoptar distintos
fenotipos, ya sea activadores o tolerogénicos. En un individuo sano estas
poblaciones se encuentran en equilibrio funcional. En distintas patologias
observamos un desbalance en sus poblaciones. En enfermedades autoinmunes
se observa un incremento de CD activadas, causando la proliferaciéon de
linfocitos T y por lo tanto una actividad agresiva contra el propio cuerpo. La
actividad exacerbada causa muerte celular y puede ser mortal. En cambio en
cancer la respuesta inmune es suprimida y la poblaciéon de CD tolerogénicas
(tolCD) aumenta. Las tolCD promueven la inhibiciéon de los linfocitos T o la
activacion de linfocitos T reguladores (Treg).

El microambiente tumoral tiene efectos inmunosupresores, protegiendo
asi al tumor contra el reconocimiento y ataque del sistema inmune,
promoviendo un fenotipo inmunosupresor en CD. Lo cual se debe a las senales
producidas por las propias células tumorales, asi como por las células
mesenquimales (MSC) presentes en el microambiente tumoral. El uso de esta
interaccion podria ser utilizado para la produccién de tolCD, para utilizarlas en
la recuperaciéon del equilibrio inmunolégico en enfermedades autoinmunes.

La revision bibliografica del tema llevé a la propuesta de un disefno
experimental para evaluar el efecto sobre la maduracion de células dendriticas
de médula 6sea (moCD) de ratéon en presencia del sobrenadante de células
mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordéon umbilical (WJ-MSC, por
sus siglas en inglés) precondicionadas con células de cancer. Con este diseno
experimental se busca identificar la capacidad del sobrenadante de WJ-MSC
(SN-WJMSC) precondicionadas con cancer en la modificacion del
microambiente donde maduran las moCD, y por consecuencia producir una
poblacién mas grande de tolCD con la finalidad de utilizar esta poblacién en el
tratamiento de GVHD y enfermedades autoinmunes.

En el experimento preliminar llevado a cabo observamos que el uso de
SN-WJMSC tiene un efecto negativo sobre la diferenciaciéon de CD cuantificado
por la baja expresion de CD11c. Ademas se observo que el uso de los distintos
sobrenadantes aumenta la presencia de moléculas co-estimulatorias. Es
imprescindible la evaluacion del protocolo con el uso de células inicamente de
una especie para evaluar los efectos de los tratamientos sobre las CD.
Asimismo es necesaria la evaluacion de la secrecién de IL-10 e IL-12 para
poder tener resultados certeros de la funcién de las CD tratadas.
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Justificacion

El fenotipo y funcién de las distintas subpoblaciones de CD es altamente
modificable, dependiente de las condiciones del microambiente en el que estas
se encuentren, por lo que el éxito de su utilizaciéon en distintas estrategias de
Inmunoterapia, tanto efectoras como tolerogénicas, depende de las condiciones
en las que se cultiven. Es por esto que es pertinente evaluar nuevas estrategias
de modulacién in vitro de CD.

Se ha observado anteriormente que la presencia de MSC en el
microambiente de CD altera la diferenciacion y maduracién de estas,
provocando una mayor expresion del fenotipo tolerante de CD. Se ha propuesto
que el microambiente cancerigeno tiene este mismo efecto en la poblacién de
CD correspondiente. Se sugiere que la agresividad del cancer guarda una
relacion directa con el grado de inhibicién en la diferenciaciéon y maduracion de
CD, mediado por la secrecion diferencial de citocinas y la participacion de las
MSC como mediadoras en la diferenciacion y maduracién de CD hacia un perfil
tolerante.

Por lo tanto, la revision bibliografica de estos temas puede llevar al
diseno de mejores propuestas de condicionamientos novedosos para la
obtencién de tolCD. Ademas de dilucidar la intrincada relacién celular que se
presenta en el microambiente tumoral por la presencia de MSC, CD y células
tumorales.



Objetivos

Realizar una revision bibliografica acerca de la interaccién entre MSC y células
tumorales en la regulacion de la actividad de las CD y su posible utilizacién en
distintas estrategias terapéuticas.

1. Revision bibliografica sobre CD, su origen, diferenciacién, maduraciéon y
funciéon, asi como su utilizacibn en  distintas estrategias
Inmunoterapéuticas.

2. Revision bibliografica sobre el fenotipo y funcion de MSC, asi como su papel
en la modulacién del sistema inmunolégico.

3. Revisién bibliografica sobre la interaccion existente entre las CD, MSC y
células tumorales.

4. Identificaciéon de posibles mecanismos por los cuales se puedan modular la
maduracion y funciéon in vitro de células dendriticas mediante la
interaccion de células troncales mesenquimales y células tumorales para
realizar una propuesta experimental para modular el fenotipo de CD
mediante la utilizacion de MSC y células tumorales.

Métodos

4.1 Revision bibliografica

Se llevo a cabo una revisién bibliografica basada en articulos clave sobre
los diferentes temas. Se consultaron diferentes revistas cientificas a través de
PubMed, buscando identificar revisiones de anos recientes o articulos
experimentales donde se evaluara la interacciéon entre CD, MSC, y/o células
tumorales. Se complementdé la bisqueda con articulos en la base de datos de las
Bibliotecas Digitales de la UNAM, asi como con la plataforma Google
Académico. Se utilizaron las siguientes palabras clave (en inglés) en las
busquedas: dendritic, mesenchymal stem cells, tumor microenvironment,
supernatant, cancer, entre otras.

4.2 Propuesta Experimental

Tomando en cuenta la informacién bibliografica acerca del tema, se propuso
un disefio experimental con el cual se podria evaluar el efecto del sobrenadante
obtenido del condicionamiento de MSC con células de cancer sobre el fenotipo
de CD. Se realizaron pruebas preliminares para confirmar la viabilidad del
experimento y poder evaluar si la propuesta es viable.



Células dendriticas

Las CD fueron descritas por primera vez por Steinman y Cohn. Las
describieron como células con morfologia estrellada, dendritica y fueron
observadas en preparaciones de esplenocitos adherentes (Steinman y Cohn,
1973). Sin embargo, tardaron varios anos en ganar importancia y ser
reconocidas como células presentadoras de antigenos. Actualmente es
indiscutible su importancia en el sistema inmune y se exploran nuevo
horizontes con respecto a su modulacién y uso terapéutico (Merad, et al., 2013).

Las CD engloban a un grupo heterogéneo de células presentadoras de
antigenos, consideradas las mas potentes debido a su alta eficiencia en la
interaccion con linfocitos T (Chung, et al., 2013). Esto permite que los linfocitos
T ejerzan su funcién en reaccion al antigeno presentado y lleven a cabo una
funciéon inmune o tolerante. Es por esto que las CD representan la conexién
entre el sistema inmune innato y el adaptativo. Su presencia es esencial para
la detecciéon de alarminas, patdogenos y moléculas no propias y propias en el
microambiente y parecen ser esenciales para mantener el sistema inmune en
un delicado equilibrio entre la inmunidad y la tolerancia (Chung, et al., 2013).

Origen y diferenciacién

El origen de las CD, tanto en humanos como en ratones, esta en las
poblaciones de células troncales hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en
inglés). Por lo tanto, todas las CD tienen su origen en la médula 6sea y a partir
de ahi se dirigen hacia los tejidos donde seran residentes y originaran
diferentes lineas de CD en los organismos (Sapathy, et al., 2012; Merad, et al.,
2013).

En humanos y en ratones las HSC pueden diferenciarse en células
progenitoras linfoides (CLP) o células progenitoras mieloides (CMP). Ambas
lineas pueden diferenciarse hacia células precursoras de células dendriticas
(pre-CD), y a partir de esta poblaciéon celular se diferencian tanto las CD
clasicas (cCD) tipo ¢cCD1 o ¢cCD2 como las CD plasmacitoides (pCD) (Fig. 1). Por
otra parte, unicamente las CMP pueden dar origen a las poblaciones de CD
conocidas como células de Langerhans y a CD derivadas de monocitos. Las
diferentes posibilidades para la diferenciacion de CD llevan a la inmensa
variedad de CD. Sin embargo, esto no afecta su funcién (a excepcién de las
pCD) y pueden ser reconocidas con distintos marcadores de membrana



(Shortman & Liu, 2002; Ishikawa, et al., 2007; Sapathy et al., 2012; Mared, et
al., 2013; Puhr, et al, 2016; Castell-Rodriguez, et al., 2017).

pCcD MHCII

CD11c

r - B220
Siglec-H

Bst2

MHCII

K CD11c
CD8a

cD103

cCD2

MHCII

R CD11c
cD11b
CD172a

MEDULA OSEA PERIFERIA

Figura 1. Ontogenia, clasificacion y factores de transcripcion necesarios para la diferenciacion de CD en ratén. La
diferenciacién hacia CD se deriva de HSC las cuales se pueden diferenciar a CMP o a células progenitoras linfoides (no
mostradas para simplificar el diagrama), estas a su vez se diferencian a CDP y posteriormente a pre-pCD o pre-cCD. En
este momento pueden salir de la médula ésea y terminar su diferenciacidn. En los cuadros amarillos se encuentran los
factores de transcripcidon necesarios para la diferenciacién en diferentes momentos. Estas vias de diferenciacion se
encuentran altamente conservadas en humanos. Los recuadros amarillos contienen los factores de transcripcion
necesarios para la diferenciacion en cada etapa. Los recuadros verdes contienen los marcadores de membrana
presentes para cada clasificacion de CD. Células troncales hematopoyéticas (HSC); células progenitoras mieloides (CMP);
células progenitoras comunes de CD (CDP); precursoras de pCD (pre-pCD); precursoras de cCD (pre-cCD); CD
plasmacitoides (pCD); CD convencionales 1 (cCD1); CD convencionales 2 (cCD2).

Las CD se originan en la médula 6sea, de la cual migran y se alojan en
diferentes 6rganos con un fenotipo inmaduro (Caux, et al., 2000). En general,
las CD derivadas de médula 6sea se pueden reconocer por los marcadores de
membrana: CD1llct y complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC II)+
(Shortman & Liu, 2002; Ganguly, et al., 2013). Es por esto que estos
marcadores son de gran utilidad para la identificacion de CD exitosamente
diferenciadas in vitro. En cuanto las CD procesan algtin antigeno, comienza
una cascada de senalizacion que disminuye su capacidad para fagocitar e
incrementa su capacidad de migraciéon a los 6rganos linfoides para activar a los
linfocitos T (Caux, et al., 2000).

La diferenciaciéon de CD a partir de sus progenitores es dependiente de
diferentes senalizaciones del microambiente, tanto en humanos como en
ratones. La diferenciacion de las células progenitoras mieloides (CMP) hacia
células comprometidas a CD (pre-CD) requiere principalmente de los factores
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de transcripciéon PU.1, Irf8 y el ligando de F1t3 (F1t3L) (Fig. 1) (Becker, et al.,
20112; Belz y Nutt, 2012). Se ha reconocido que FIt3LL es una molécula
imprescindible para la diferenciacion de CD in vivo (McKenna, et al., 2000;
Karunsky, et al., 2003; Motta y Rumjanek, 2016). Carotta, et al. (2010)
1dentific6 que PU.1 (codificado por Sfpil) regula de manera dependiente de la
concentracion a FlIt3L, y concluye que esta cadena de senalizaciéon es esencial
para la diferenciaciéon. De hecho, se ha observado que PU.1 afecta también
otros componentes importantes de CD como el receptor de GM-CSF, MHC 1II y
las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 (Hohaus, et al., 1995). Estas
senalizaciones para la diferenciaciéon de pre-CD se mantienen conservadas en
humanos y ratones (Seillet y Belz, 2013).

Las pre-CD son las primeras células de esta via de diferenciacion que
salen de la médula ésea a la sangre; estas migran y se localizan en diferentes
tejidos donde podran terminar su diferenciacion. No obstante, esta
diferenciacién final ocurre tardiamente debido a la baja sobrevida de las CD
maduras y la plasticidad que confiere el encontrarse como pre-CD para actuar
con mas precisidon cuando se necesita una respuesta inmune (Belz y Nutt,
2012).

Clasificacion de CD

Debido a su presencia cosmopolita y a los diferentes fenotipos
1dentificados, a través de los afios han existido distintas clasificaciones para las
CD. Actualmente, la clasificacion mas apropiada consiste en dos grandes
grupos: las pCD y cCD.

Las pCD son una poblacion celular con una morfologia esférica en vez de
dendritica, similar a las células plasmaticas. Esta poblacion celular es
diferenciada de los precursores de células dendriticas gracias a la presencia de
factor de transcripcion E2-2 (Asselin-Paturel, et al., 2003). Las pCD expresan
los marcadores B220, Siglec-H y Bst2 en ratén; y en humano BDCA2 y BDCAA4.
Funcionalmente difieren de las ¢cCD debido a que no tienen la capacidad de
fagocitar, y presentan alto recambio de MHC II; esto las hace bastante
ineficientes en la presentacion de antigenos ante linfocitos T. Sin embargo, en
reacciones infecciosas contra virus, estas células secretan grandes cantidades
de interferén (IFN) tipo 1 con lo que desencadenan la activacién del sistema
inmune (Asselin-Paturel, et al., 2003; Satpathy, et al., 2012; Motta y Rumjanek,
2016). Ademas, después de su activacion sufren un gran cambio morfologico,
siendo similares a cCD y adoptan capacidades similares a estas para la
presentacion de antigenos (Castell-Rodriguez, et al., 2017).
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Las ¢CD son altamente capaces de fagocitar y son las mas eficientes
procesadoras y presentadoras de antigenos. Este grupo engloba una gran
cantidad de subtipos, Guilliams et al. (2014) proponen un sistema sencillo para
identificar a estos grupos y los clasifica en dos linajes: cCD1 y ¢cCD2. Las cCD1
incluye a aquellas ¢cCD que expresan CD8a y CD103; a su vez las cCD2
expresan CD11b y CD172a. En humanos las cCD1 expresan BDCA3 (CD141) y
las ¢cCD2 expresan BDCA1 (CD1c). Ademas, esta clasificacién separa estos dos
linajes debido al requerimiento distinto de factores de transcripciéon para su
desarrollo, en el caso de cCD1 BATF3 es necesario y en el caso de cCD2 se
necesita IRF4.

Los grupos anteriormente mencionados comparten un origen comun
derivado de precursoras de CD y la presencia de Flt3L. Un tercer grupo se
deriva de monocitos debido a la presencia del factor estimulante de colonias de
macrofagos (M-CSF) o el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF) (Guilliams, et al., 2014). Esta poblacién se diferencia
hacia CD cuando entra en contacto con seniales inflamatorias, por lo que se les
conoce también como CD inflamatorias (Seillet y Belz, 2013; Sapathy, et al.,
2012). Esta poblaciéon celular ha sido ampliamente utilizada debido a la facil
obtencién a partir de monocitos de sangre periférica y el claro manejo para su
diferenciaciéon in vitro (Motta y Rumjanek, 2016).

La funcién de todas las ¢cCDs consiste en fagocitar y procesar antigenos
de los tejidos y del microambiente; erigiéndose como una segunda barrera
contra patégenos (se considera a los epitelios como la primera barrera). Una
vez que se ha fagocitado un patdgeno o antigeno se debe procesar para su
presentacion. Estos antigenos podran ser presentados a través de MHC I, MHC
II o moléculas presentadoras de antigenos de la familia CD1 (Palucka, et al.,
2007).

Posteriormente y debido a la expresion de algunas moléculas como CCR7
y moléculas coestimulatorias, las ¢cCD migran a través de vasos linfaticos
aferentes hacia los 6rganos linfaticos secundarios; donde las ¢cCD interactiian
con los linfocitos T naive hasta encontrar un linfocito T reactivo al antigeno
especifico que presentan. Este reconocimiento causara la activacion del linfocito
T y puede a su vez promover la activacion de linfocitos B. Los linfocitos T
activados regresaran a la zona de infeccion, debido a una cascada de
senalizacion iniciada por quimiocinas, y activaran una respuesta contra el
patogeno (Palucka, et al., 2007). Debido al cambio tan drastico de actividad, las
CD se consideran altamente plasticas y se pueden encontrar en diferentes
estados de maduracion (Sapathy, et al., 2012).
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Reconocimiento de patégenos y maduracion de CD

Una vez diferenciadas las CD pueden adquirir diferentes funciones
dependiendo de su estado de maduracién. Cuando se encuentran en un estado
inmaduro, las CD tienen gran capacidad para fagocitar y procesar en vesiculas
internas las moléculas u organismos ingeridos. Al fagocitar y reconocer como
ajenas a las moléculas, las CD maduran (o se activan) y su funcién se modifica
para migrar hacia tejidos linfoides. Ya que han madurado, las CD tienen la
funcién de presentar en su membrana los antigenos e impulsar la maduracién
de células del sistema inmune adaptativo como linfocitos T, linfocitos B y NK
(Woltman & Kooten, 2003). La interaccién con linfocitos T puede activar a
linfocitos T cooperadores (CD4+) o citotoxicos (CD8+). Los linfocitos T
cooperadores migran a la zona donde fue identificada la senal y liberan
citocinas para activar a otras células de la regiéon como NK y macrofagos, los
cuales a su vez podran eliminar la amenaza. Los linfocitos T citotoxicos
eventualmente identifican a las células afectadas y las lisan. Por otra parte, los
linfocitos B maduran cuando existe la interaccién entre linfocitos T y CD en el
ganglio linfatico; la interaccion se da a través de los linfocitos T y esto permite
la migracién de linfocitos B activados y la produccién de anticuerpos especificos
para el reconocimiento de las senales de peligro. De esta manera, los linfocitos
B ayudan a la inmovilizacién e identificacién de patégenos para ser eliminados
por NK y macréfagos (Banchereau, et al., 2000).

Otra funcién de las CD es la tolerancia inmunolédgica y se adquiere
cuando las CD reconocen moléculas propias del organismo o cuando existe una
senalizacion anti-inflamatoria en el medio. Las tolCD ocasionan ya sea la
diferenciaciéon de linfocitos T hacia linfocitos T reguladores (Treg) o la
inhibicién de linfocitos T debido a las citocinas del microambiente y a que la
interaccién celular que se puede llevar a cabo es mas débil con tolCD. En
algunas patologias este fenotipo se ve afectado por el microambiente en el que
se encuentran las CD y se modifica el equilibrio inmunolégico (Dudek, et al.,
2013).

En general las CD inmaduras estan destinadas a la endocitosis de
antigenos en el ambiente para llevar un control y localizar posibles invasores;
son parte del sistema inmune innato para el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Las CD se encuentran en la
mayoria de los tejidos y constantemente censan el microambiente mediante
endocitosis y macropinocitosis. El reconocimiento de los PAMPs se da a partir
de receptores, incluyendo receptores tipo Toll (TLR), por lo que la expresion de
estas moléculas es muy alta en ellas (Janeway, et al., 2002). Al encontrarse con
un PAMP, la célula sufre un cambio morfoléogico debido a una cascada de
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senalizaciones guiadas por el aumento en la expresion del receptor de
quimiocinas CCR7, mismo que guia la migracion hacia los ganglios linfaticos
(Mellman, 2013). Estos cambios promueven la expresion de moléculas
coestimulatorias como CD40, CD80 y CD86, moléculas MHC II y la habilidad
de cargar estas con antigenos para su presentacion; desencadenan la secrecion
de citocinas de maduraciéon; y ademas comienzan la migracién hacia los
6rganos linfoides (Janeway, et al., 2002; Mellman, 2013). Las CD después de
estos cambios, que duran entre 12 y 24 horas, se consideran maduras (Fig. 2)
(Mellman, 2013).

Figura 2. Generalidades de la funcidon de cCD. La primera barrera contra patégenos es el epitelio, si ésta se ve
comprometida encontramos el sistema inmune innato. Las CD inmaduras se encuentran en diferentes tejidos de forma
inmadura. En cuanto reconocen un antigeno a través de sus PRR lo procesan y comienzan la migracion hacia el ganglio
linfatico. En el ganglio linfatico las CD terminan de madurar, presentan los antigenos en su superficie e interactian con
linfocitos T naive; desde este momento se considera ya parte del sistema inmune adaptativo. En cuanto existe un
reconocimiento por parte de los linfocitos T, estos son activados y migran con ayuda de quimioatractores de regreso al
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lugar donde se encuentra la sefial de peligro para producir una respuesta acorde. Las CD también pueden interactuar
con otras células del sistema inmune como macroéfagos o NK para actuar contra el patégeno reconocido. CD inmaduras
(morado); CD maduras (rojo); linfocitos T (azul); patégeno (verde); receptor de reconocimiento de patégenos (PRR).

Las CD maduras adquieren una gran afinidad por linfocitos T, estas
interacciones son posibles por las citocinas secretadas y las moléculas
expresadas en la membrana de las CD estimuladas por la maduraciéon que
permiten la comunicacion intercelular. Las CD maduras se encuentran
localizadas en los 6rganos linfoides, debido a la migraciéon desencadenada por el
reconocimiento de PAMPs por los TLR, y aqui son capaces de entrar en las
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regiones ricas en linfocitos T para la estimulacién de estos (Mellman, 2013). La
presentacion de los antigenos procesados puede darse a través de MHCI o
MCHII, dependiendo del antigeno presentado.

La interacciéon entre linfocitos T y CD estda mediada por algunas
proteinas de membrana. Las CD maduras expresan moléculas de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1), estas permiten el reconocimiento con los antigenos
funcionales de leucocitos (LFA-1) expresados en la membrana de los linfocitos T
(Steinman, 1991). Esta interacciéon es débil pero permite que los receptores de
linfocitos T (TCR) censen al antigeno presentado por las MHCII (Lanzavecchia,
et al., 1999). Si el TCR reconoce al antigeno presentado por la CD habra una
reacciéon inmune, sino simplemente la interacciéon celular terminara y el
linfocito T seguira interactuando con otras CD (Schwartz, 1992; Lanzavecchia y
Sallusto, 2001).

Tabla 1. Citocinas requeridas para la diferenciacion final de linfocitos T CD4+ para realizar una actividad especifica:
Th1, Th2, Th17, Tfh, Treg y su funcidn particular.

Thl Th2 Th17 Tfh Treg
Citocinas IFN-y IL-4 TGF-B IL-6 TGF-B
activadoras IL-12 IL-6 IL-21 IL-2
IL-23
Respuesta Patégenos Pardsitos Bacterias Respuesta | Tolerancia,
hacia... intracelulares, | extracelulares, | extracelulares, humoral | homeostasis,
autoinmunidad | alergias, asma hongos, de largo regulacién
autoinmunidad plazo dela
respuesta
inmune
Referencias Kallinski, et al., Sallusto y Weaver, et al., Crotty, Weaver, et al.,
1999; Sallusto y Lanzevecchia, 2006 2011; 2006
Lanzevecchia, 2002 Crotty, 2014
2002

El sistema inmune presenta una gran habilidad para reconocer moléculas
externas al cuerpo y eliminarlas debido a la regién variable que tienen los
linfocitos T que promueven el desarrollo de una amplia gama de reconocimiento
molecular. Los linfocitos T se desarrollan en el timo, en donde existe un
reordenamiento de la regién variable del receptor de linfocitos T (TCR). Este
reordenamiento permite gran variabilidad para el reconocimiento de moléculas
que posiblemente pudieran afectar al organismo. Este proceso azaroso
inevitablemente lleva a la generacion de algunos linfocitos T auto-reactivos. La
eliminacién de estos linfocitos T nocivos es esencial para la vida del organismo;
la seleccion de los linfocitos T adecuados se conoce como tolerancia central
(Perry y Hsieh, 2016). Esta actividad protege al organismo contra un
reconocimiento de antigenos propios.
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Al ser reconocido el antigeno, las CD y los linfocitos T mantienen una
interacciéon mas fuerte y se quedan unidas. El linfocito T sera activado, pero el
tipo de activacion sera regido por el tipo de interacciones que contintan. Si
existe una interaccion de CD80 y CD86 (en la CD) con CD28 (en el linfocito T)
se producira una senal de expansiéon y supervivencia de los linfocitos T
(Schwartz, 1992). Esta interaccion es esencial para la expansiéon clonal de los
linfocitos T. Posteriormente puede existir una senalizacién dirigida por
citocinas que definira la diferenciaciéon de los linfocitos T hacia un tipo
especifico ya sea linfocitos T CD8+ citotéxicos o hacia linfocitos T CD4+, los
cuales pueden efectuar respuestas Thl, Th2, Th17, Tfh, o Treg (Tabla 1)
(Kallinski, et al. 1999; Sallusto y Lanzavecchia, 2002; Gordon, et al., 2014).

CD Inmunogénica
*  Presentacién de

\\\ > antigenos
\ / / »  Estimulacion de
) / linfocitos T
T efectores

P
| Activacién 2 - Boreson de
€D Inmadura AN CCR7, CD80y
+ Endocitosis - CD86

* Reconocimiento = Secrecion IL-12

de PAMPs ! R
* Procesamiento h /
de antigenos /\ . CD Tolerante
Tolerancia *  Estimulacion de
linfocitos Treg
* Anergia de
linfocitos T
efectores
»  Expresion de
\ PD-L1y PD-L2

Expresion de
IDO
*  Secrecién IL-10

Figura 3. Maduracion de CD hacia un fenotipo inmunogénico o tolerante. La maduracién de CD es dependiente de
muchos factores incluyendo citocinas, interacciones celulares y procesamiento de antigenos. Las CD inmaduras tiene la
funcidn principal de procesar antigenos para censar el ambiente y producir una respuesta certera. La maduracion hacia
un fenotipo inmunogénico produce CD capaces de activar linfocitos T efectores. Son identificadas por la alta expresién
de moléculas coestimulatorias CD80 y CD86; ademas de altas secreciones de IL-12 que ayuda con la respuesta inmune. Si
la maduracién lleva a un fenotipo tolerante, las CD muestran alta expresién de PD-L1 y PD-L2 (CD273 y CD274) y alta
secrecion de IL-10. Este fenotipo serd capaz de causar la diferenciacion de linfocitos T hacia Treg, causar la inhibicidn de
los linfocitos T activados, y en algunos casos promover la apoptosis de los linfocitos T efectores.

La activacién de los linfocitos T a su vez estimula la producciéon de
antigeno de linfocito T citotéxico 4 (CTLA-4) para frenar la interacciéon y la
senalizacion de CD a linfocitos T (Linsley, et al., 1991). La interaccién entre
CD80 con CTLA-4 es 20 veces mas afin que con CD28 (Linsley, et al., 1991,
Schwartz, 1992; Schnider, et al., 2007); esta interaccién tiene un efecto
inhibitorio sobre los linfocitos T y frena su expansion (Schnider, et al., 2007).
De esta manera se mantiene el equilibrio o la homeostasis inmunolégica.
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Las tolCD estan relacionadas con la inducciéon de tolerancia mas que una
respuesta inmunogénica. Estas interactiian con linfocitos T, pero en este caso
causaran el desarrollo de linfocitos Treg o una inactivaciéon de linfocitos T
efectores. Se ha propuesto que, debido a su fenotipo parecido, las CD
inmaduras son tolCD; sin embargo, esto sigue en discusiéon (Yoo & Ha, 2016).

La presencia de PD-L1 y PD-L2, conocidas también como CD274 y
CD273 respectivamente, permite que se inactiven los linfocitos T efectores; por
lo tanto estas moléculas son altamente expresadas por tolCD. También es
caracteristico el perfil de citocinas expresado por las tolCD debido al impacto
que tienen estas moléculas sobre la actividad de los linfocitos T. Es
caracteristico que la secreciéon de IL-12 sea baja o nula debido a que esta puede
inducir la secrecion de TNF-a e IFN-y los cuales inducen la actividad
inmunogénica de los linfocitos T y activan NKs. En su lugar habra una gran
cantidad de IL-10, la cual impide la actividad de linfocitos T y NKs ademas de
inhibir la produccion de IL-12, TNF-a e IFN-y. También se ha observado una
gran produccién de TGF-f el cual es muy importante para el mantenimiento y
vida de los Treg (Fig. 3) (Yoo & Ha, 2016).

La presencia de la enzima Indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) es también
un claro indicador de tolCD. Esta enzima restringe el catabolismo de
triptofano, por lo tanto, su presencia causa un cambio en el ritmo de esta ruta
metabdlica y en consecuencia aumenta la produccién de kinureninas. Se ha
mostrado que TGF-B impulsa la producciéon de esta enzima por lo que la
expresion de IDO y la secrecion de kinureninas es tipica de un fenotipo
tolerante en CD (Munn, et al., 2002; Pallota, et al., 2011).

Participacion de CD en distintas patologias

Las CD tienen la capacidad de desatar una respuesta inmunogénica o
tolerogénica dependiendo del fenotipo que adquieren durante su maduracion.
Es por esto que la regulacion de estas poblaciones es muy importante para la
comprension y tratamiento de varias patologias donde el cuerpo sufre de un
desequilibrio de cualquiera de estas respuestas.

Cancer

El cancer en general es una de las causas de mortandad mas
importantes en el mundo. Esta serie de enfermedades se atribuye al
crecimiento descontrolado de células transformadas. KEste crecimiento
descontrolado puede evolucionar en metastasis y provocar el desarrollo del
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cancer en mas de una regién y asi causar la muerte de su portador. La cura de
esta enfermedad depende de la eliminacién de todas las células malignas.

Paul Ehrlich, a principios del siglo 20, propuso que el sistema inmune
podria ser utilizado para combatir el cancer. Sin mucho éxito, las
Iinvestigaciones continuaron y en los sesentas, después del estudio del rechazo
de organos trasplantados, Frank MacFarlane Burnet y Lewis Thomas
propusieron la teoria de la "vigilancia inmune” en las neoplasias, poniendo otra
vez en la mira el papel del sistema inmune en la progresién del cancer (Burnet,
1970). Esta idea ha llevado a acunar el término “inmunoedicion”, utilizado para
referirse a los cambios causados por el crecimiento del tumor sobre el sistema
inmune. Ksta propuesta considera tres fases de crecimiento tumoral

relacionadas al sistema inmune: eliminacién, equilibrio y escape (Dunn, et al.,
2002; Kim, et al., 2007).

La fase de “eliminacién” se da en las etapas tempranas del tumor, donde
varios tipos celulares del sistema inmune pueden reconocer las células
cancerosas y promover su eliminaciéon. Varias de estas células son atraidas a la
zona por las citocinas pro-inflamatorias derivadas del tumor. Uno de los
mecanismos activados en esta fase consiste en que las NK, estimuladas por las
citocinas pro-inflamatorias, pueden estimular a las CD para que migren a
6rganos linfoides y a su vez activen a linfocitos T especificos contra el tumor
que se esta formando. Esto causara una respuesta citotoxica limitada. Ademas
de esto, las NK y macréfagos atacan directamente al tumor y secretan citocinas
que causaran la inhibicién de la angiogénesis y la muerte celular (Dunn, et al.,
2002; Kim, et al., 2007).

Las células cancerosas que sobreviven a este primer ataque
inmunolégico pasaran a la fase de “equilibrio”. En esta fase habra una seleccion
constante de las células tumorales, lo que causara la selecciéon de las clonas
celulares mas resistentes a ataques inmunes. Consecuentemente, las células
cancerosas son atacadas pero no eliminadas por completo (Dunn, et al., 2002).
Esta fase puede durar muchos anos (Kim, et al., 2007).

La ultima etapa es la mas peligrosa, conocida como “escape”. Las células
cancerosas restantes, después de una seleccion astringente, presentan muy
poca inmunogenicidad. En este momento es cuando el tumor comienza a crecer
de manera mas rapida. Durante este proceso el tumor crea su propio
microambiente tumoral (MAT) donde se expresan altas cantidades de factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) b, IL-6, IL-10, TGF-B, prostaglandina
E2 (PGE2), entre otros factores. Estas senales inmunosupresoras pueden
expresarse localmente o afectar otros tejidos y promover asi la metastasis
(Dunn, et al., 2004; Kim, et al.,2007). Ademas de modificar la funcién de las
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células del sistema inmune, se ha observado un aumento en la apoptosis de las
células del sistema inmune dentro del tumor (Esche, et al., 1999).

En el MAT las CD son tolerantes a las células tumorales y contribuyen a
la inmunosupresiéon observada en tumores cancerosos. Se han identificado
diferentes causas para este comportamiento deficiente como hipoxia,
acumulacion de adenosina, altos niveles de lactato, pH bajo, ademas de la
modificaciéon de citocinas secretadas (Veglia y Gabrilovich, 2017); las cuales
afectaran las funciones celulares. Se ha observado que la hipoxia puede
disminuir la actividad fagocitica de las CD inmaduras y aumentar su capacidad
migratoria; ademas se ha observado un aumento en la expresiéon de CD40,
CD80 y CD86 en las CD que si diferencian en un ambiente hipéxico. Los efectos
observados se atribuyen a la expresion de HIF-1a, el mecanismo sigue siendo
estudiado (Winning y Fandrey, 2016). La acumulacién de adenosina permite la
activaciéon de la proteina quinasa activada por adenosina monofosfatasa
(AMPK), la cual trunca la via de senalizacion activada por los TLR en las CD,
lo cual permite la actividad inmunogénica, y por lo tanto la CD adquiere un
fenotipo tolerante. Por otra parte, se ha observado que la acumulacién de
lactato en las CD, asi como de lactato en el microambiente, inclina a las CD a
adquirir un fenotipo tolerante (Dong y Bullock, 2014). Junto con la alta
concentracion de lactato, el pH bajo puede modificar la secrecion de IL-6, 1L.-12
y TNF-a por lo que se propone que también esto esté afectando la maduracion
de CD y produciendo tolCD (Seliger y Massa, 2013). Todas estas condiciones,
presentes en el MAT, afectan la actividad de las CD y son en parte
responsables del ambiente inmunosupresor registrado en los tumores
cancerosos.

La alta cantidad del VEGF funciona como quimioatrayentes de células
mieloides al MAT. En CD se observa una inhibicién de la diferenciacion y
maduracion debido al bloqueo de la cadena de senalizaciéon de NFkB debido a
las altas concentraciones de VEGF (Oyama, et al., 1998). Por otor lado, los altos
niveles de IL-10 disminuyen la actividad de los linfocitos T efectores e inhiben
la produccién de IL-12, citocina relevante para el desarrollo de una respuesta
Th1l necesaria para la eliminacién de células tumorales. La disminuciéon en
estas actividades es similar a los efectos de tolCD y por lo tanto el tumor no es
atacado por el sistema inmune y el crecimiento tumoral es permitido (Ruffell, et
al., 2014). De hecho, se observo en un modelo de cancer de mama que el
bloqueo de IL-10 a través del uso de anticuerpos contra IL-10R (receptor de IL-
10) rescataba la respuesta antitumoral debido a la secrecion de IL-12,
permitiendo asi la activacién de linfocitos T (Castro, et al., 2000; Ruffell, et al.,
2014).
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La presencia de CD inmaduras y tolCD aumenta a su vez la
concentracion de TGF-B en el MAT, por lo que esta citocina también esta
1mplicada en la induccién de tolerancia. Este incremento se ha reconocido como
el causante de la proliferaciéon de Treg (CD4+CD25+FoxP3+), aumentando asi
la tolerancia en la regién (Ghiringhelli, et al., 2005). Ademas, se ha reconocido
a TGF-B como un factor de crecimiento que favorece el crecimiento tumoral
(Stagg, et al., 2007). Se ha identificado también que PGE2 es un fuerte
inhibidor de la diferenciacion de CD. El efecto observado sobre CD maduras
parece ser contrario, debido a que se promueve la migracién hacia 6rganos
linfoides a través de la estimulacién de la expresion de CCR7 y moléculas
coestimulatorias; sin embargo, la interacciéon que tienen las CD activadas con
PGE2 se ha reconocido como inmunosupresora y no inmunogénica dado que se
ha cuantificado una disminucién en la secreciéon de IL-12 por las CD, una
disminucién en la activacion de linfocitos T efectores (CD8+), NK y Thl, y
ademas un efecto atrayente de Treg al MAT (Kalinski, 2012).

En conclusion, el MAT es responsable de muchos de los cambios
observados en la respuesta inmune debido a la amplia gama de modificaciones
que ocurren en esta region. Las CD juegan un papel importante en la
regulacion de esta respuesta debido a la conexiéon que ofrece entre el sistema
inmune innato y el adaptativo. Sus funciones estan modificadas por TGF-B,
PGE2 e IL-10 mayormente. Al identificar esta deficiencia inmune se han
propuesto métodos novedosos de inmunoterapia para activar el sistema inmune
y permitir el reconocimiento y destruccion de las células cancerosas.

Enfermedad injerto contra huésped

La enfermedad injerto contra huésped (GVHD, por sus siglas en inglés)
se manifiesta en trasplantes de tejidos con células inmunocompetentes; en
especial en trasplantes de médula o6sea y en ocasiones transfusiones
sanguineas. Se caracteriza por causar una activaciéon descontrolada de
linfocitos T que causaran dano a diferentes tejidos (Blazar, et al., 2012). Las CD
del receptor comienzan esta cadena de reacciones inmunes al presentar
antigenos propios a linfocitos T del donador, lo cual los activa y causa el ataque
contra tejidos del receptor. De igual manera, las CD del huésped pueden
infiltrar el aloinjerto, reconocer moléculas ajenas y activar una respuesta de
linfocitos T en contra del tejido trasplantado. La aceptacion a largo plazo del
tejido trasplantado ocurrira tinicamente cuando los linfocitos T del hospedero
se vuelvan tolerantes al aloinjerto (Lipscomb y Masten, 2002).

El desarrollo de GVHD se ha dividido en tres fases. En la fase 1 las CD
son activadas por citocinas liberadas en el sitio de dafo tisular en el hospedero;
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especialmente IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a. Estas CD maduran y presentan
antigenos ante los linfocitos T, durante la fase 2. La estimulaciéon de los
linfocitos T se da por la presentacién cruzada de antigenos alogénicos por ¢cCD
a linfocitos T del hospedero. La activacién de linfocitos T produce respuestas
Th1l y Th2 dirigidas hacia los 6rganos en cuestiéon, ademas de promover la
secrecion de IFN-y e IL-2. Una vez en el tejido, se desencadena una serie de
reacciones daninas incluyendo apoptosis celular, secrecion de mediadores
citotéxicos y ataque por macrofagos; esto causa dano tisular y si no se controla
puede causar la muerte (Stenger, et al., 2012).

Debido a estas reacciones exacerbadas, una meta importante de la
Investigacion en cuestion de trasplantes es la comprensiéon y explotacion de
tolCD (Lipscomb y Masten, 2002). La recuperacién del equilibrio inmune
resulta, una vez mas, esencial para la sobrevida del paciente y el
funcionamiento adecuado del sistema inmune.

Uso terapéutico de las CD

Las CD han sido identificadas como participes en una amplia gama de
patologias. Es por esto que se han tratado de utilizar en sus distintos fenotipos
para el tratamiento de muchas enfermedades. El uso de CD como terapias
celulares varia entre CD efectoras y tolCD, dependiendo de la enfermedad a
tratar. El término comin para estas terapias, donde se estimula el sistema
mmune de una u otra forma es inmunoterapia.

Células dendriticas efectoras

El uso de la inmunoterapia como tratamiento para el cancer es
actualmente ampliamente estudiado. Una de estas terapias consiste en la
administracién de vacunas génicas en donde se administran genes de proteinas
producidas por el tumor, ademas de la administracion de GM-CSF o FIlt3L,
para activar a las CD en contra de las células tumorales (Lipscomb y Masten,
2002). Otras terapias se caracterizan por cargar CD in vitro con el antigeno
tumoral, como los antigenos MAGE, e inyectar estas CD activadas de regreso a
la region tumoral para causar una activacion del sistema inmune y la
disminucién del tumor (Pindn-Zarate, et al., 2014). También se han producido
estrategias para el uso de exosomas derivados de CD con altas concentraciones
de moléculas coestimulatorias y MHC para la activacion de las CD (Pitt, et al.,
2014).

La producciéon de inmunoterapias también ha sido utilizada para tratar
infecciones como el VIH. Esta tarea ha resultado ser muy compleja debido a la
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alta variedad genética que presenta el virus; sin embargo, se han propuesto
algunas terapias (Patham, et al., 2011). En un caso se cre6 una vacuna a base
de CD del paciente cargadas con el virus del paciente completo y desactivado
con aldritiol-2. Esto probd ser efectivo en la reduccion del virus en el paciente
(L, et al., 2004). Otro equipo probod cargar las CD con linfocitos T infectados y
apoptoticos; esta prueba resulté ser atin mas efectiva que la anterior en la
reduccion de proteina viral (Zhao, et al., 2002). Otras terapias incluyen el uso
del virus o partes del virus exdgenos, anticuerpos especificos, péptidos y
vectores virales, shRNA y siRNA para activar una respuesta inmune contra las
células infectadas por el virus (Patham, et al., 2011).

En el tratamiento de la tuberculosis, el problema de salud por infeccion
mas antiguo, la inmunoterapia con CD también ha sido explorada. En una
prueba reciente, se tomaron CD de pacientes con tuberculosis y se cargaron con
lisados autdlogos de M. tuberculosis; posteriormente, fueron inyectadas al
paciente y se observé una disminucién importante en la presencia de la
bacteria (Titov, et al., 2015). El equipo de Satake, et al. (2017) estan
actualmente probando la eficiencia de CD activadas con IL-1B, TNF-a, IFN-a,
IFN-y y acido poliinosinico-policitidilico, y cargadas con la proteina ESAT-6 de
la bacteria. Se registré una mayor concentraciéon de IL-12p70 en los pacientes
tratados con estas células, ademas de una activaciéon mayor de NK y linfocitos
T efectores. Estas terapias parecen prometedoras para tratar esta infeccién.

Es importante recalcar que todos estos intentos son valiosos ensayos
para conocer mas a fondo las enfermedades y poder disefiar una terapia
adecuada para cada patologia. En general, el uso de CD activadas o efectoras
en inmunoterapia parece ser una atractiva terapia para muchas condiciones.

Células dendriticas tolerantes

Las tolCD se han utilizado ampliamente para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, hipersensibilidad y trasplantes. A continuacién
expongo solo algunos de estos estudios.

Una de las moléculas mas exploradas para la generacién de tolCD es el
antigeno de CTLAA4; el cual es un fuerte inhibidor de la respuesta inmune. Su
actividad se caracteriza por competir por la interacciéon con B7 en las CD y
causar una disminucién en la activaciéon de linfocitos T. Ademads, esta
interacciéon causa la secreciéon de IL-10 y TGF-B y por lo tanto modula la
generacion de Treg (de Matos Silva, et al., 2015). El antigeno de CTLA4 se ha
utilizado para el tratamiento de GVHD asi como de artritis reumatoide (Koura,
et al., 2014; Ruderman y Pope, 2005), entre otras enfermedades autoinmunes.

Existen también tratamientos que se encuentran ya en fase clinica para
el tratar la artritis reumatoide con terapia celular. Benham et al., en 2015,
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probaron la administracion de CD autélogas tratadas con un inhibidor de
NFkB expuesto a cuatro antigenos de péptidos citrulinados para frenar el
desarrollo de la artritis rehumatoide. El tratamiento resulté en la reduccion de
linfocitos T efectores y el incremento de Treg, ademas el tratamiento no produjo
efectos secundarios importantes. Otro tratamiento que esta en Fase I de
prueba clinica utiliza también CD autélogas, derivadas de monocitos y
diferenciadas en presencia de liquido sinovial autdlogo. Con este
condicionamiento obtienen tolCD y las inyectan de regreso en los pacientes. Los
resultados sugieren que es necesaria mas investigacion pero que es posible que
exista un mayor control en la inflamacién de las articulaciones tratadas (Bell,
et al., 2017).

Las tolCD se utilizaron como terapia celular para combatir GVHD en un
modelo murino. Estas tolCD fueron producidas in vitro a través de la
exposicion de monocitos a GM-CSF, IL-10 y TGF-B, posteriormente fueron
estimuladas con LPS. Estas células fueron inyectadas y su efecto evaluado a
través de las poblaciones de linfocitos T en la regiéon afectada. Se observo una
disminucién en la cantidad y la actividad de linfocitos T efectores, asi como un
aumento en la cantidad de Treg y una reduccion en la concentracién de
citocinas pro-inflamatorias (Sato, et al., 2003).

En el caso del tratamiento de la diabetes mellitus dependiente de insulina,
se ha propuesto el uso de CD inmaduras cargadas con anticuerpos de las
células B antes de que se desencadene la enfermedad (Luo, et al., 2010). Sin
embargo, ha ganado mas atencién la capacidad de cargar a las CD in vivo con
los antigenos de interés a través del receptor DEC-205, produciendo asi tolCD
(Bonmifaz, et al., 2002). De esta manera se evitan los riesgos de la introduccién
de células ex vivo. Se ha comprobado que con este método se eliminan los
linfocitos T CD8+ causantes de la diabetes (Mukhopadhaya, et al., 2008).

Estimulacién de la maduracion de CD in vitro

La estimulacion de CD ha sido explotada para el tratamiento de
enfermedades inmunolégicas buscando la obtencion del fenotipo adecuado para
cada terapia. Debido a sus capacidades inmunoestimulatorias o tolerantes, se
ha estudiado su modulacién para su uso contra cancer, enfermedades
autoinmunes, GVHD, entre otras (Woltman y van Kooten, 2003). Estas CD
moduladas in vitro, como se vio en la seccién anterior, pueden ser utilizadas
para inmunoterapia; o también pueden ser utilizadas para comprender mejor
las caracteristicas de las CD en distintas patologias.
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Las CD utilizadas in vitro son usualmente derivadas de monocitos de
médula 6sea o extraidos de la sangre. En ratén las CD en la sangre son escasas,
por lo que derivarlas de monocitos de médula d6sea es lo mas comun. En
humanos los monocitos son obtenidos de muestras de sangre periférica, debido
a que este procedimiento es menos invasivo que la obtenciéon de médula ésea.
Las CD derivadas de médula 6sea (moCD) de ratéon son diferenciadas in vitro
para la obtencién de grandes poblaciones de CD. La técnica mas conocida para
realizar esta diferenciacion es el cultivo de los precursores con GM-CSF e IL-4
para obtener una poblacion de CD inmaduras (Romani, et al., 1994; Sallusto y
Lanzavecchia, 1994; Lutz, et al., 1999).

Se ha observado que, al estar constantemente vigilando el ambiente, estas
células son altamente regulables. EI microambiente donde se encuentran puede
tener grandes efectos en la morfologia, funcién y secreciones de estas células.
Algunos de los factores que modifican estas caracteristicas celulares y definen
el estado de maduracién de estas células son citocinas, factores de crecimiento e
interacciones celulares (Tabla 2).

Citocinas

El primer coctel de citocinas utilizado como “gold standard” para la
maduraciéon de CD in vitro consistia en TNF-a, PGE2, IL-6 e IL-1B.
Inicialmente se proponia que este coctel promovia la activaciéon de CD debido a
su alta capacidad migratoria y estimulacién de linfocitos T. Sin embargo, se
mostrd posteriormente que estas células estaban activando Treg (CD4+CD25+)
y tenian bajas capacidades para producir IL-12. Por lo tanto, la supuesta
reaccion Thl, no se obtuvo con este coctel, sino un fenotipo tolerante
(Jongmans, et al., 2005).

Las tolCD se pueden modular para su obtencién in vitro, las citocinas
mas comunes son [L-10, IFN-y y TGF-B (Yoo y Ha, 2016). El tratamiento con
IL-10 inhibe la maduracion de CD (Haasse, et al., 2002) y reduce su capacidad
de secreciéon de citocinas inflamatorias y activacion de linfocitos T (Boks, et al.,
2012). Las moCD tratadas con bajas dosis de IFN-y son deficientes en la
presentacion de aloantigenos ante linfocitos T e inducen la diferenciacién de
linfocitos T CD4+ hacia Treg FoxP3+ (Eljaafari, et al., 2009). Estas afecciones
son concentracion dependiente, por lo que se considera que el IFN-y debe
utilizarse a bajas concentraciones (Kerkar, et al., 2009). De manera similar,
TGF-B también causa la disminucién en la expresiéon de moléculas co-
estimulatorias e inhibe la produccién de citocinas pro-inflamatorias (Boks, et
al., 2012) (Tabla 2).
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Tabla 2. Efectos sobre el fenotipo y funcion de CD por diferentes factores.

Citocina Fenotipo CD Efecto sobre la funcion Referencias
IL-10 tolCD Inhibicién maduracién de CD Yooy Ha, 2I016;
Decrece uto_cmz_a? mfla ma?torlas ?gg;?'BZtk‘;‘ét
Decrece activacion linfocitos T al., 2012
IFN-y (bajas tolCD Baja presentacion de antigenos Eljaafari, et al.,
concentraciones) Aumento en Treg 2009
IFN-y (altas CD madura Respuesta Thl Kerkar, et al.,
concentraciones) Alta secrecidén de I1L-12p70 2009,
Baja secrecion de IL-10
TGF-B tolCD Decrece citocinas inflamatorias Boks, et al.,
Disminuyen moléculas co-estimulatorias 2012
TNF-ay CD4olL CD madura Respuesta Th2 Castiello, et al.,
Alta secrecion de I1L-12p70 2011
Aumento en moléculas co-
estimulatorias
Factor de crecimiento Fenotipo CD Efecto

VEGF

CD inmaduras

Reduccidn es estimulacién de linfocitos
T
Interrupcion de la maduracion

Gabrilovich, et
al., 1996; Ohmy
Carbone, 2001;
Minerva, et al.,
2007

HGF Diferenciacion CD | Mayor produccion de CD a partir de Ovali, etal,,
células CD34+ de médula 6sea 2000
Interaccion celular Fenotipo CD Efecto
Epitelio intestinal tolCD Disminucién en la expresidon de CD80 Butler, et al.,
Aumento en la secrecion de IL-10 y TGF- | 2098
B
Melanoma tolCD Reduccidn en la expresién de CD8O, Remmel, et al.,
CD86 y MHC I 2001
Cancer de mama tolCD Cambio fenotipico Gabrilovich, et
Cancer de colon Inhibicién de la maduracién al., 1996
Células troncales tolCD Estimulacién de Treg Li, et al., 2008;
mesenquimales Reduccién en la expresién de CD8O0, Eggtsh' etal,

CD86 y MHC Il
Reduccidn en la secrecion de IL-12

Actualmente se ha propuesto un nuevo coctel 6ptimo para la activacion
de CD que consiste en TNF-o, IL-6, IL-1B, IFN-y y CD40L. Con este
tratamiento se obtiene una mayor cantidad de CD activadas con un fenotipo
mas definido. Ademas la produccién de IL-12p70 es significativamente mayor
con el uso de este coctel (Kaka, et al., 2008). El uso de TNF-a y CD40L
producen un fenotipo activado de CD. Este fenotipo parece estar inclinado
hacia una respuesta Th2. El uso de IFN en altas concentraciones parece ser

mejor para inducir una respuesta Th1 (Castiello, et al., 2011).
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Factores de crecimiento

VEGF es considerado un modulador de la diferenciacién y maduracién de
CD in vitro e in vivo. Se cree que la presencia de receptores de este factor de
crecimiento sobre la membrana de CD produce una senalizacion que
interrumpe la maduracion. Se observo que la morfologia de las CD cambia y se
inhibe la maduracién en presencia de este factor de crecimiento. VEGF es
importante debido a que es expresado por la mayoria de los tumores
cancerosos, habilitando el crecimiento descontrolado de estos. De hecho, se ha
probado que si se inhibe el receptor de VEGF (VEGF-R) en las CD, la
maduraciéon ocurre de manera normal (Gabrilovich, et al., 1996; Ohm y
Carbone, 2001). Asimismo, Mimura, et al. (2007) probaron que VEGF afecta la
estimulacion alogénica de linfocitos T; probando asi el efecto negativo de este
factor de crecimiento en la funciéon normal de CD.

Otro factor de crecimiento con efectos sobre CD, menos estudiado, es el
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). Ovali, et al., (2000) probd que el
HGF producia una mayor cantidad de CD bajo su diferenciaciéon a través de
monocitos CD34+. De hecho, producia mayor cantidad de CD que la
diferenciaciéon con GM-CSF (el cual es el factor mas utilizado actualmente).

Interacciones celulares

Butler, et al., en 2006 probaron el efecto de las células de epitelio
intestinal sobre las CD en un intento de comprender esta relacion celular.
Probaron la interacciéon célula-célula, asi como el co-cultivo sin contacto. En
ambos casos observaron que el fenotipo de CD se volvia tolerante. Hubo una
reduccion en la expresion de CD80 y CD86, y por lo tanto baja capacidad de
activaciéon de linfocitos T. Las citocinas pro-inflamatorias disminuyeron.
Asimismo, se cuantifico el aumento en la secrecion de TGF-B e IL-10. Este
estudio resalté la importancia de los epitelios en las mucosas para mantener la
homeostasis inmune.

El efecto de las células de melanoma y su sobrenadante sobre la
diferenciaciéon y maduracion de CD también ha sido estudiado. En este caso
observaron un aumento en la expresiéon de CD80, CD86 y MHCII, lo que parece
ser equivalente al fenotipo activado obtenido con estimulacion de LPS o CD40L.
Son mas concluyentes los ensayos que registran que estas células tienen mas
capacidades migratorias (Remmel, et al., 2001). Otro equipo probd el efecto del
sobrenadante de varias lineas de cancer de mama y cancer de colon sobre las
CD. Ellos observaron una morfologia y fenotipo inmaduro en las CD, ademas de
un decremento significativo en la cantidad de CD obtenidas del cultivo de
monocitos. Estos resultados los atribuyen en parte a la presencia de VEGF en
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el medio debido a que el uso de anti-VEGF aumentaba la diferenciacién de CD
pero no la recuperaba por completo (Gabrilovich, et al., 1996).

Las células mesenquimales han sido reconocidas por estimular la
maduracién de CD hacia un fenotipo tolerante. In vitro se ha observado que las
CD generadas en cocultivos con MSC o su sobrenadante producen la activacion
de Treg via factores solubles como IL-6 y TGF-B, ademas de la activacion de la
cascada de senalizacion de Notch (Li, et al., 2008). Conjuntamente se ha
cuantificado una disminucién en la produccién de IL-12 y una reduccién en la
expresion de moléculas co-estimulatorias y MHC 1 y II (Beyth, et al., 2005).
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Células troncales mesenquimales

Las células troncales mesenquimales (MSC) son una poblacion celular
que ha causado controversia por la falta de una definicién clara de su fenotipo y
sus funciones. El término, propuesto en 1991 por Arnold I. Caplan, describe a
células multipotentes de origen mesodérmico con capacidades regenerativas
para todos los tejidos conectivos. No obstante, el origen y la funcién in vivo de
estas células sigue siendo cuestion de investigacion. A pesar de esto ha sido
una poblacién utilizada en una gran cantidad de estudios debido a la amplia
gama de funciones que se le han atribuido in vitro. Ademas de presentar auto-
renovacion, las MSC se pueden diferenciar hacia condrocitos, adipocitos y
osteoblastos. Actualmente el sobrenadante que producen ha tomado
importancia debido a la amplia gama de moléculas que secretan, las cuales
parecen conferir sus multiples funciones (Kyurkchiev, et al., 2014).

Localizacién y funciéon

Parece ser que estas las MSC tienen origenes multiples provenientes del
desarrollo temprano de los organismos. El mesodermo se ha identificado como
el tejido principal del cual se derivan estas células, de donde se forma el tejido
esquelético y el tejido conectivo, ademas de pericitos (Dennis y Charboard.,
2002; Murray, et al., 2013). Otros estudios han demostrado que algunas de las
MSC se derivan de la cresta neural, siendo los precursores de estas las células
neuroepiteliales SOX1+ (Morikawa, et al., 2009). Este ultimo origen ha sido
respaldado con la observacion de la migracién de células derivadas de la cresta
neural hacia la médula 6sea (Nagoshi, et al., 2009). Recientemente se ha
surgido la idea de que las MSC son probablemente células perivasculares
relacionadas con pericitos; por lo que se pueden obtener de todos los 6rganos
vascularizados (Murray, et al., 2013). No obstante, es necesario llevar a cabo
mas investigacién sobre este tema.

Las MSC son una poblacién heterogénea de células multipotentes
localizadas en una amplia variedad de tejidos. Las MSC no han sido
claramente definidas pero existe un consenso propuesto por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular que consiste en cinco caracteristicas
generales: (1) son plastico-adherentes; (i1) tienen una morfologia parecida a
fibroblastos; (ii1)) son capaces de diferenciarse a osteoblastos, condrocitos y
adipocitos; (iv) no presentan los marcadores de membrana hematopoyéticos
CD11b, CD14, CD34, CD19, CD45 ni los marcadores CD79a, HLA-DR, CD31;
(v) expresan CD13, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105, CD166, y Stro-1 (Fig. 4)
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(Gebler, et al., 2011). Sin embargo, el fenotipo parece ser muy variable con
respecto al microambiente donde se encuentren estas células y por lo tanto es
1mportante controlar estas condiciones para su estudio (Spaeth, et al., 2008).
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Figura 4. Generalidades de MSC. Las MSC se pueden obtener de diferentes tejidos, los mas comunes siendo el tejido
adiposo, médula dsea y corddn umbilical. Las caracteristicas que definen a las MSC son su capacidad plastico-adherente;
su capacidad de diferenciarse hacia condrocitos, adipocitos y osetoblastos; y la expresidon de ciertos marcadores de
membrana (sefialados en la figura y en el texto). Su secrecion de citocinas las caracteriza debido a que juegan un papel
muy importante en las funciones identificadas in vitro.

Las primeras MSC en obtenerse fueron derivadas de médula ésea y por
lo tanto son las mas estudiadas hasta ahora. La funcion de las MSC in vivo ha
sido complicada de definir debido a la falta de un marcador especifico, asi como
su baja frecuencia en los tejidos (Caplan, 2007). Se cree que en la médula 6sea
las MSC proveen los precursores de todos los tipos celulares no
hematopoyéticos de la médula 6sea como osteoblastos, adipocitos, y células
reticulares. De esa manera se propone que ayuda a mantener la homeostasis de
la regién (Friedenstein, et al., 1966; Nombela-Arrieta, et al., 2011; Kyurkchev,
et al., 2014).

En heridas, las senales inflamatorias producidas causan la migracién de
MSC al sitio promoviendo asi la regeneracién del tejido gracias a su
multipotencialidad. Los microambientes a los que se atanen también tendran
un efecto sobre su fenotipo, secreciéon y funciéon. En los ambientes inflamatorios
se propone que pudieran ademas estar mediando la respuesta inmunolégica
(Prasanna, et al., 2010; Shi, et al., 2012).
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Las MSC se han identificado en muchos de los tejidos humanos
presentando fenotipos similares, multipotencia y actividad inmunosupresiva
(Prasanna, et al., 2010). Algunos de los sitios de donde se han obtenido las MSC
incluyen: médula ésea, tejido adiposo, pulpa dental, ligamento periodontal,
tendones, cordéon umbilical, piel, placenta, fluido amniético, membrana
sinovial, endometrio, entre otros (Murray, et al., 2013).

Comunmente, para su uso in vitro, se obtienen las MSC de tejidos
adultos derivados de médula ésea, de tejido adiposo o de sangre periférica; la
obtenciéon a partir de tejidos fetales o “de nacimiento” implica diferentes
poblaciones de la placenta y del cordén umbilical (Hass, et al., 2011). Debido a
sus diferencias se han utilizado con distintos fines. Actualmente existen miles
de articulos que hacen referencia a estas células, descubriendo novedosas
aplicaciones para cada una. Una de las ventajas mas notables de esta poblacion
celular para su aplicacion clinica es que debido a la baja cantidad de MHC I y
II que expresan, son células inmunoprivilegiadas, es decir, no causan una
reaccion inmunogénica (Saparov, et al., 2016).

Las MSC derivadas de médula 6sea (moMSC) se han considerado el
“estandar de oro”; no obstante, se ha demostrado que MSC de otros tejidos son
igual de efectivas. De todos los origenes, las MSC de cordén umbilical obtenidas
de la gelatina de Wharton (WJ-MSC), son las que menos obstaculos éticos
tienen debido a que el tejido es desechado en la mayoria de los partos y no
involucra una extraccion dolorosa (Talwadekar, et al., 2015). Ademas se puede
obtener una gran cantidad de células de este tejido comparadas con las
mayormente usadas moMSC y MSC de tejido adiposo (taMSC), debido a su
mayor proliferaciéon en cultivo (Amable, et al., 2014). Es también ventajoso que
en las WJ-MSC la edad del paciente no influye en la muestra, el riesgo de
contaminacion por bacterias o virus se ve reducido por su corta edad y
representan una poblacién mas “primitiva” (Prasanna, et al., 2011).

Esta poblaciéon celular se ha utilizado mucho en experimentos
relacionados a la inmunoregulacion por la innegable modulacion que ejercen
sobre el sistema inmune. El 14.2% de todos los ensayos clinicos relacionados
con MSC e inmunomodulacién son realizados con WJ-MSC y el Ginico ensayo
clinico en fase 4 hasta el momento involucra su uso (Wang, et al., 2016).

Secretoma de MSC

Se ha identificado que las MSC secretan una gran cantidad de moléculas
solubles incluyendo factores de crecimiento, quimiocinas y citocinas, causando
asi la modificacién del microambiente y por lo tanto afectando a distintos tipos
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celulares. Varios laboratorios han indagado en los causantes de los efectos
terapéuticos de las MSC, tomando en cuenta efectos causados por interaccion
célula a célula y a través del secretoma, La importancia de identificar los
factores del secretoma recae en encontrar herramientas (como el sobrenadante
de las MSC) para producir terapias sin células y disminuir asi el riesgo que
conlleva el contacto celular. Se han llevado a cabo dos tipos de acercamientos
para la identificacion de moléculas en el secretoma: los dirigidos, a través de la
identificacién de proteinas de interés y analisis de la funcién de las proteinas
1dentificadas; y los estudios realizados por tamizados protéicos y analizados con
herramientas bioinformaticas (Lavoie & Rosu-Myles, 2013).

Las moléculas bioactivas identificadas hasta ahora que secretan las MSC
se pueden dividir por sus efectos en: anti-apoptéticas, inmunomoduladoras,
anti-cicatrizantes, de soporte, angiogénicas, y quimioatrayentes (L. da Silva
Meirelles, et al., 2009). Se han reportado mas de 90 citocinas y factores de
crecimiento que conforman el secretoma de las MSC. Entre los mas notables se
encuentran: 1L-1 B, IL-2, IL-6, IL-10, 1L-12p40, IL-12p70, TNF-a, IFN-y; GM-
CSF, EGF, HGF, LIF, PGF y VEGF (Bai, et al., 2016).

En un estudio realizado por Amable, et al., en 2014, se compararon WdJ-
MSC, taMSC y moMSC; se observé mayor secreciéon de citocinas, proteinas pro-
inflamatorias y factores de crecimiento por parte de las WJ-MSC y mayor
cantidad de moléculas pro-angiogénicas y componentes de la matriz
extracelular en las taMSC. Esto implica que el origen podria afectar bastante
las aplicaciones terapéuticas de estas células.

Particularmente, se les atribuye a las MSC un efecto inmunomodulador
afectando la proliferacion y activacion de NKs, linfocitos T y linfocitos B. A su
vez, se reconoce que causan la inhibicién de la diferenciacién y maduracion de
CD; siendo el secretoma un factor importante en estas interacciones (Aggarwal
& Pittenger, 2005; Bruno, et al., 2015). Algunas de las moléculas anti-
inflamatorias reconocidas son PGE2, TGF-, HGF, SDF-1, NO, IDO, IL-4, IL-6,
IL-10, TGF-B y TNF-a (da Silva Meirelles, et al., 2009; Amable, et al., 2014; Ma,
et al., 2014; Bai, et al., 2016). Se ha observado que la secrecién de estas
citocinas pueden inhibir la maduraciéon de CD, afectar la presentacion de
antigenos de CD a linfocitos T y NKs, aumentar la producciéon de Treg,
aumentar la secrecion de IL-10, disminuir la citotoxicidad de linfocitos T
efectores, afectar la funcion de macréfagos, entre otras (L. da Silva Meirelles, et
al., 2009; Murphy, et al., 2013; El Omar, et al., 2014; Ma, et al., 2014).
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Modulacion de MSC

Una de las perspectivas que ha ganado popularidad en anos recientes es
la 1dea de modificar el efecto de las MSC a través de precondicionamiento con
diferentes factores (Saparov, et al., 2016). La exposicion de las MSC a
microambientes de hipoxia, por ejemplo, aumenté la supervivencia de las
células y se increment6 la secreciéon de algunas proteinas de supervivencia y
factores de crecimiento (Bader, et al., 2015). Se han propuesto también como
métodos de precondicionamiento de MSC diferentes citocinas como IFN-y, TNF-
a, e IL-1B, ademas de ligandos de TLR y andamios 3D (Saparov, et al., 2016).
Es de especial interés cuando se trata de utilizar a esta poblacién celular en
terapias especificas para ciertas condiciones.

Citocinas

Considerando la posibilidad de manejar los efectos de estas células, se ha
indagado sobre diferentes precondicionamientos de MSC para potenciar sus
efectos inmunoreguladores. Mohammapour, et al. (2015) mostraron en
cocultivos de MSC y CD que el tratamiento de MSC con IFN-y afecta la
maduracién de las CD al modificar la expresiéon de IDO, y por lo tanto de
kinureninas, al igual que el aumento de Treg producidas por la poblacién de
CD tratadas; asimismo se cuantificé un aumento en la expresiéon de PD-L1 y
PD-L2 asi como el decremento de HLA-DR e ICOSL. Ademas se ha observado
que con este precondicionamiento las MSC aumentan la secrecion de PGEZ2,
IFN-y, TNF-a, e IL-1 las cuales producen Gal-9, lo cual afecta la produccién de
linfocitos T y protege a las MSC contra ataques por parte de las NK (Madrigal,
2014).

La modulacion de MSC por TNF-a afecta inversamente a las CD
promoviendo la activaciéon de estas células. Mohammapour, et al. (2015)
observaron la disminucién en la expresion de PD-L1 y PD-L.2 y una baja en la
secrecion de TGF-B. Concluyeron que la modificacion del ambiente celular
puede afectar enormemente las funciones de las MSC y por ende sus efectos en
otros tipos celulares. Las MSC tienen receptores de TNF y LPS, los cuales al
encontrar a su ligando activan la cascada de senalizacion de NFKkB,
estimulando asi la secreciéon de citocinas que inducen un fenotipo anti-
inflamatorio o tolerante de CD, linfocitos T y NK (Yagi, et al., 2010). En otro
estudio, el precondicionamiento de MSC con TNF-a aumenté la capacidad

angiogénica in vitro de estas debido a la alta secreciéon de VEGF (Kwon, et al.,
2013).
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La exposicion de MSC a IL-6 ha sido reportada como tratamiento
supresor de moléculas promotoras de tumor como TNF-a, CCL5, PDGF-BB y
MCP-1, ya que estas se encuentran en menor proporcion bajo el tratamiento
con IL-6. Ademas las MSC tratadas con IL-6, a comparaciéon de las MSC sin
tratamiento, reducian la migracion de células de cancer gastrico, asi como su
proliferacion. En el experimento in vivo observaron que las MSC
precondicionadas promovian también la apoptosis celular tumoral (Wang, et
al., 2015).

El precondicionamiento de MSC con IL-1B ha sido evaluado en WJ-MSC
y moMSC. En WJ-MSC, el tratamiento promovié la expresion de COX-2, IL-6,
IL-8 CXCR4, lo que aumenta la capacidad migratoria de las WJ-MSC in vitro.
Con moMSC se cuantificé el aumento de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-23A, y moléculas
de adhesiéon como ICAM-1 e ICAM-4. Asimismo el precondicionamiento
aumento la capacidad de las MSC para atraer neutroéfilos, monocitos, linfocitos
y eosinoéfilos (Saparov, et al., 2016). Adicionalmente, la combinaciéon de IL-18
con LPS causa una gran produccion de PGEZ2 por parte de las MSC tratadas
(Gray, et al., 2015).

El uso de IL-17 para el precondicionamiento de MSC ha sido
recientemente evaluado. Esta interleucina aumenta el efecto inhibitorio de
MSC sobre la activacion de linfocitos T debido a la reduccion en la secrecién de
IFN-y, TNF-a, e IL-2 comparado con MSC sin tratamiento. También se observo
un incremento en la poblacién de Treg inducidas por las MSC tratadas con IL-
17. Se concluy6 que este tratamiento es efectivo para la producciéon de MSC
inmunosupresoras y podria ser utilizado para mejorar la aceptaciéon de
alotrasplantes (Sivanathan, et al., 2015).

La observaciéon de la modulacion de las capacidades de MSC in vitro
forma parte clave de la modulacién para crear terapias dirigidas y mas
potentes. La identificacion de moléculas nuevas, reguladoras de la secrecién y
funcion de MSC es esencial para el desarrollo de terapias celulares mas
efectivas.

Interacciones celulares

Zhao y su equipo (2015) mostraron mediante estudios in vitro que las
MSC provenientes de pacientes con sindrome mielodisplasico presentan
capacidades inmunoreguladoras distintas que las MSC normales. Observaron
que la agresividad de la enfermedad también modifica las funciones de MSC.
Las MSC de sindrome mielodisplasico de alto riesgo se asocian con mayor
presencia de TGF-f1, mayor cantidad de apoptosis y mayor efecto
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inmunosupresivo. Especificamente se identifica que TGF-B1 es responsable del
incremento de Treg CD4+CD25+Foxp3+. Esto confirma que el microambiente y
posiblemente las interacciones celulares pueden modificar la actividad de MSC.

En un segundo estudio (Wang, et al., 2015) evaltan los efectos de las
mismas poblaciones de MSC del estudio anterior sobre la funcién de las CD.
Ellos identifican que las MSC de pacientes con sindrome mielodisplasico tienen
un potente efecto inhibitorio sobre la diferenciaciéon de CD alterando su funcién
endocitica. Ademas de inhibir la secreciéon de IL-12 y su habilidad para
estimular linfocitos T. También reconocen el efecto diferencial entre sindrome
mielodisplasico de alto riesgo y de bajo riesgo, asi como TGF-B1 como
responsable de los efectos inhibitorios identificados.

Tabla 3. Efectos observados por el condicionamiento de MSC con diferentes factores.

Condicién | Efectos sobre MSC Efectos secundarios Referencias
IFN-y Aumento en PD-L1y PD-L2 Aumento en tolCD Mohammapour,
Aumento en secreciéon de PGE2, | Aumento en Treg et al, 2015
IFN-y, IL-1y TNF- a el et b
Proteccidn contra NK
TNF-a Baja secrecion de TGF-B Activacion de CD Mohammapour,
Activacién de NFkB Aumento angiogénesis \e(;gi a"’et 203
Alta secrecién de VEGF 2010; Kwon, et
al., 2013
IL-6 Supresién de la secrecion de | Reduccién de la migracion de células de | Wang, et al,
TNF-a, CCL5, PDGF-BBy MCP-1 | cancer géstrico 2014
Apoptosis de células tumorales
IL-1B cuMSC promovid secrecién de | Atraccion de linfocitos, neutrdfilos, | Saparov, et al.,
COX-2, IL-6, IL-8 CXCR4 > mayor | eosinéfilos y monocitos zf’l%lgray' et
migracion in vitro N
moMSC promovid secrecion de
TNF-a, IL-6, IL-8, IL-23A, asi
IL-1B+LPS | como muchas quimiocinas y
moléculas de adhesién como
ICAM-1 e ICAM-4
Aumenté secrecion de PGE2
IL-17 Reduccién en secrecién de IFN- | Reduccidn en activacidn de linfocitos T Sivanathan, et
v, TNF-a, e IL-2 Incremento de Treg al., 2015
Sindrome | Mayor secrecion de TGF-f1 Incremento en apoptosis de linfocitos T | Zhao, et al,
mielo- Incremento de Treg ifligl\éva”g' et
displasico Menor funcién endocitica de CD i
Aumento en tolCD
Inhibicidn de la secrecién de IL-12 (CD)

Interacciones entre cancer y MSC

Se han implicado a las MSC en algunas patologias, por las cuales su
estudio ha ganado popularidad en afios recientes. Una de las mas relevantes es
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el cancer, en donde las MSC, debido a sus capacidades migratorias y respuesta
a senalizacion inflamatoria, son atraidas a la regiéon tumoral. Es por esto que se
ha comenzado a estudiar sus efectos en el microambiente (Hall, et al., 2006;
Spaeth, et al., 2008).

Las MSC migran hacia la regiéon tumoral debido a la senalizacion
expresada por el tumor. Las moléculas mas importantes identificadas en el
microambiente como posibles atrayentes de MSC incluyen: TNF-a, IFN-y, IL-
1B, IL-6, IL-8, TGF-B, PGF, PDGF, HGF, SDF-1, MMP, VCAM-1, CXCL, MCP-
1, HIF-1, y LL-37. Estas moléculas podrian estar modificando la funcién de las
MSC y afectando la inmunomodulaciéon de la regiéon tumoral. Estas MSC
tumorales, a diferencia de las MSC normales, promueven el reclutamiento de
células inmunosupresivas y la proliferaciéon de células tumorales, ademas de
permitir la angiogénesis tumoral (Sun, et al., 2014).

Las MSC residentes del tumor han sido estudiadas en varios tipos de
cancer, en los cuales se han asociado con el crecimiento tumoral y el incremento
en las capacidades invasivas debido a su modulacién de la angiogénesis y la
inmunomodulacion. Se han reconocido mdultiples citocinas y factores de
crecimiento que se encuentra sobre expresadas, y posiblemente implicadas en
la modificacién del microambiente, por parte de las MSC como HGF, IL-6, IL-
10, proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP1), TGF-B y VEGF (Zimmerlin, et
al., 2013).

En 2011, Razmkhah y su equipo obtuvieron taMSC residentes de cancer
de mama de varias pacientes para analizar su fenotipo. Ellos identificaron que
las taMSC residentes del tumor tenian expresion elevada de 1L-10 y TGF-B a
comparacion de taMSC de pacientes sanas. Posteriormente evaluaron el efecto
del sobrenadante de las taMSC sobre un cultivo de leucocitos mixtos y
cuantificaron un aumento en la expresion de mRNA de IL-4, TGF-B, 1L-10,
CCR4 y CD25. Adicionalmente, identificaron un aumento en la poblacién de
Treg CD4+CD25+CDFoxp3+. Todo esto llev6 a la conclusién de que las taMSC
residentes del tumor estan siendo afectadas por el microambiente tumoral y
estan jugando un papel importante en la inmunosupresion.

En un esfuerzo por evaluar el efecto de las MSC en el microambiente
tumoral Ljujic, et al. (2013) inyectaron MSC humanas en tumores de cancer de
mama en un modelo de ratones y evaluaron el tamafo tumoral, la metastasis,
la inmunomodulacion y la secrecion de proteinas. Observaron un incremento en
el tamano tumoral proporcional a la cantidad de MSC inyectadas en los ratones
inoculados con células cancerosas. Identificaron un incremento en la metastasis
del cancer en ratones inoculados con cancer y MSC, mas no en los que se
trataron unicamente con células cancerosas o MSC. Estos efectos sinérgicos en
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el microambiente tumoral fueron también confirmados al evaluar la poblacion
de Treg (CD4+Foxp3+) en el bazo; en los ratones con cancer y MSC se identific
una poblacion significativamente mayor.

De la mano con estos resultados, observaron que la poblacion de
linfocitos T CD8+ citotéxicos era menor en los ratones tratados con células
cancerosas y MSC. Estos resultados apoyan la hipétesis del papel que juegan
las MSC en la inmunomodulacién en el microambiente tumoral. Finalmente,
cuantificaron diferentes proteinas en la sangre periférica de los ratones e
identificaron que la combinacién de MSC y células tumorales causaba un
incremento significativo en la concentracion de IL-4, IL-10 y TGF-B, asi como
un incremento de menor magnitud en la secrecion de IFN-y. Todos estos
resultados resaltan varias implicaciones las MSC pueden tener sobre el
progreso tumoral y la inmunotolerancia presente en el microambiente tumoral.
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Interaccion celular entre CD y MSC

Las MSC se han explotado por sus capacidades inmunoreguladoras. Se
consideran importantes para esta regulacion la interaccion célula a célula asi
como la secreciéon de distintos factores como: IL-6, IL-10, PGE2, HGF, IDO,
6xido nitrico (NO), TGF y antigeno de leucocitos humanos G (HLA-G) (Bruno,
et al., 2015). Al repasar la lista de factores secretados, podemos observar que
muchos de estos estan implicados en la modulacién de CD.

Aggarwal y Pittenger, en 2005, propusieron uno de los primeros disenos
experimentales de co-cultivo para evaluar la relaciéon entre estos tipos
celulares. Este proyecto surge de la necesidad de explicar los efectos positivos
de un trasplante de MSC para el tratamiento de la GVHD. Entre sus
resultados observan una disminucién en la secreciéon de TNF-a por parte de las
CD en contacto con las MSC; ademas, registraron un aumento en la produccién
de IL-10. También identifican la secreciéon de PGEZ2 por parte de las MSC como
un posible factor importante en la inmunoregulacion. Anteriormente, Zhang et
al. (2004) habian identificado que las MSC afectaban las proteinas en la
membrana y se concluyd que esta interacciéon causaba la diferenciaciéon de CD a
tolCD.

Durante esos anos Jiang y su equipo (2005) evaluaron las citocinas
secretadas por CD estimuladas con MSC y reafirmaron que habia una baja en
IL-12 y un aumento en IL-10. Ademas evaluaron la expresiéon de IFN-y y
reportaron un decremento en esta citocina. Fue también este grupo quien
reconoci6 que las CD tratadas presentaban considerablemente menos
estimulaciéon de linfocitos T. Ellos concluyen que esta modulacion puede ser
llevada a cabo sin contacto celular, a una proporcién de 1:10 (MSC:monocitos)
en un modelo de co-cultivo con insertos transwell. Desde entonces muchos
grupos siguen investigando esta relacion celular y el papel del secretoma de
MSC sobre la modulaciéon de CD.

English et al. (2008) observaron en un modelo murino la interacciéon de
MSC y CD in vitro. Identificaron que al co-cultivar estos tipos celulares la
maduracion de CD fue inhibida. Por lo tanto, la activacién de linfocitos T era
reducida y la expresion de CCR7 también se veia afectada. También
reconocieron la perdida de la capacidad migratoria por una menor respuesta a
CCL19 y una alta expresion de E-cadherina. Este experimento demostré que
las MSC modulaban tres funciones esenciales de las CD: capacidades
migratorias, maduracion y presentacion de antigenos.

En 2013 el equipo de Wang et al. experiment6 con los efectos del
sindrome mielodisplasico sobre MSC y su interaccion con CD. Al obtener MSC
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de pacientes con este sindrome y co-cultivar a estas con CD se observé una
inhibicién en la diferenciacion y funcién de las CD analizadas. Las CD tratadas
presentaban un fenotipo inmaduro y secretaban IL-12 en menores cantidades.
Identifican a TGF-B como un importante mediador de la respuesta
inmunosupresora. Es importante recalcar que compararon los efectos de las
MSC de pacientes con el sindrome mielodisplasico de alto riesgo con los de bajo
riesgo; identificaron un efecto  diferencial, siendo mucho mas
inmunoreguladoras las MSC de pacientes de alto riesgo. Esto supone que el
precondicionamiento de las MSC esta teniendo un efecto importante en la
funcion de estas MSC.

De manera inversa, las CD afectan el comportamiento de MSC. En un
estudio realizado por Silva, et al. (2017) se observdé que las vesiculas
extracelulares (VE) producidas por CD son internalizadas por MSC y esto
promueve su migracion hacia el sitio donde se encuentran las CD. Esta
migracion resulté ser dependiente de la concentraciéon de VE. Dentro de las VE
se reconoci6 la presencia de osteopontina y de metaloproteinasa de matriz 9
(MMP-9). Ambas moléculas se caracterizan por ser fuertes promotores de la
migracion celular. Por lo tanto se puede concluir que las CD afectan a las MSC
al producir senales de migracion. Este nuevo descubrimiento podria llevar al
desarrollo de nuevos métodos de terapia celular.

Las interacciones celulares pueden tener gran impacto en las funciones
celulares ya sea mediante factores paracrinos o contacto celular. La relacion
entre MSC y CD debe seguirse estudiando para dilucidar mas aspectos
importantes que podrian impulsar el desarrollo de nuevas técnicas de
modulacién de ambos tipos celulares para una terapia mas precisa.

Debido a los experimentos realizados anteriormente es claro que existe
una inmunorregulaciéon por parte de las MSC hacia las CD, modificando la
expresion de moléculas de maduraciéon y afectando su funciéon. Ademaéas se
modifican las citocinas expresadas y por consiguiente los efectos que las CD
pudieran tener sobre otros tipos celulares. Al tener un fenotipo tan flexible, las
CD se convierten en un interesante jugador tanto en la progresion de una gran
variedad de enfermedades asi como en el mantenimiento de la homeostasis
inmunolégica. Es también notable a su vez la plasticidad que las MSC
presentan, por lo que se sugiere que el ambiente donde se encuentren ambos
tipos celulares tendra una gran influencia sobre la funcién de estas. En especial
es de interés este ambiente cuando se considera las alteraciones en patologias
asimismo como en la modificacién de estas condiciones in vitro para su
aplicacion dirigida.
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Cancer, CD y MSC

Desde el ano 2000 se han identificado los “hallmarks” del cancer:
autosuficiencia con respecto a la senalizacion de crecimiento, evasiéon de la
apoptosis, falta de reconocimiento de sefales anti-crecimiento, angiogénesis
continua, invasion de tejidos y metastasis, capacidad ilimitada de potencial de
replicacion (Hanahan & Weinberg, 2000), y la evasién de la destruccién por
parte del sistema inmune (Hanahan y Weinberg, 2011). A partir de entonces se
ha 1identificado, en conjunto con las caracteristicas celulares, un papel
importante del microambiente tumoral para la supervivencia del cancer. Por lo
tanto, hoy se describe como una herida complicada de sanar; siendo la
inflamacién créonica un ambiente favorable para el desarrollo de esta patologia
(Sun, et al., 2014).

El microambiente tumoral se caracteriza por la presencia de una amplia
gama de citocinas, las cuales sirven de sefalizacion para el reclutamiento de
varios tipos celulares ajenos al tumor. Las citocinas principales presentes
incluyen pero no se limitan a TNF-a, IFN-y, IL-16, 1L-8, IL-10, TGF-B, PDGF,
VEGF, SDF-1 y metaloproteasas. Los tipos celulares identificados, ajenos al
tumor, incluyen linfocitos, macréfagos, CD, células endoteliales, fibroblastos
asociados al tumor (TAF) y MSC (Fig. 6). Estas diferentes poblaciones han sido
reconocidas por varios grupos de investigacion como posibles promotoras del
crecimiento tumoral y metastasis, atraidas a la region debido a la presencia de
las citocinas anteriormente mencionadas (Hanahan y Weinberg, 2011; Spaeth,
et al, 2008; Sun, et al., 2014).

En relacién con las CD, se ha observado que en los ambientes tumorales
estas células han sido identificadas como deficientes o defectuosas debido a su
bajo efecto en la deteccion y destruccion del tumor. Varios factores han sido
identificados como responsables de este comportamiento incluyendo: hipoxia,
acumulacion de adenosina, incremento en los niveles de lactato y pH bajo
(Veglia & Gabrilovich, 2017). En un modelo de cancer de mama en ratén se
identificé que IL-10 juega un papel importante en la disfuncion de las CD al
evitar la secrecion de IL-12 y por lo tanto forzando una inmunosupresion
(Ruffell, et al., 2014). Ademas las CD son afectadas por la secrecién de citocinas
como IL-10 y TGF-B del tumor y producen altas cantidades de Treg, las cuales
no atacan al tumor y por consecuencia promueven su crecimiento (Fridman, et
al., 2012). También ha sido identificado PD-Li1 como un importante mediador
de esta respuesta, ya que las CD en el tumor expresan altas cantidades de esta
proteina y su bloqueo eleva la produccion de IL-12, TNF-a, IL-1B, todas
citocinas pro-inflamatorias e inductoras de una respuesta Thl (Salmon, et al.,
2016).

39



Ruffell (2014) y su equipo mostraron una interesante interacciéon entre
los macrofagos del ambiente tumoral y las CD deficientes. Los macrofagos
F4/80+ intratumorales expresan altas cantidades de IL-10, lo cual se ha visto
que afecta la activacién de linfocitos T CD8+. No obstante, la relaciéon no es
directa con los linfocitos, si no que el bloqueo de la IL-10 secretada, con IL-10R,
promueve la secrecién de IL-12 por parte de las CD. Por lo tanto, se concluye
que esta interaccién entre tipos celulares puede ser clave para comprender la
tolerancia producida por la disfuncién de CD en el microambiente tumoral.
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Figura 5. Composicion celular del microambiente tumoral. Debido a la sefializacién inflamatoria producida por el tumor
se observa la presencia de una amplia gama de células. La migracién de MSC y CD al microambiente tumoral es causada
por estas sefializaciones. Las MSC pueden provenir de médula dsea o de tejido adiposo. El microambiente tumoral a su
vez es modificado por la presencia de las células que migran hacia la regién y las citocinas que expresan. Se ha
reconocido que la modificacion del ambiente causa la inmunosupresion y permite la evasion del sistema inmune por el
tumor. Modificado de Sun, et al., 2014.
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Uso Terapéutico de MSC y su sobrenadante

Las terapias con MSC y su sobrenadante han sido beneficiosos para el
tratamiento de varias enfermedades en modelos animales. Actualmente existen
numerosos grupos de investigaciéon dedicados a utilizar las células en ensayos
clinicos para procurar la seguridad de estos tratamientos. Hasta el momento la
infusion de MSC parece ser segura y no se han observado efectos malignos en
los pacientes, sin embargo los estudios deben de continuar (Baron y Storb,
2012).

En un ensayo clinico reciente se observo que la cantidad de pacientes con
GVHD después de un trasplante disminuia si estos recibian una infusion de
MSC. En otro ensayo, también relacionado con trasplantes se observd que el
grupo tratado con MSC aument6 la sobrevida del paciente, por lo que se
consideré que el tratamiento reducia el riesgo de muerte o de infeccién
relacionada con GVHD en los pacientes (Tolar, et al., 2010). En el tratamiento
de GVHD en pacientes que no responden bien al tratamiento con esteroides, las
MSC parecen ser una propuesta prometedora. Debido a sus capacidades para
reparar tejidos y su inmunomodulacién, fueron utilizadas a través de una
infusiéon para tratar a pacientes con GVHD aguda. Una mayoria de los
pacientes tratados fueron diagnosticados con una mejora en el cuadro
patologico y la tasa de supervivencia aumenté (Le Blanc, et al., 2008).

En la enfermedad de Crohn se evalué el uso de MSC como terapia. En un
modelo murino in vivo se observé que la infusion con taMSC y moMSC
mejoraba la gravedad de la enfermedad al disminuir la inflamacién intestinal y
prevenir la recurrencia de colitis. El precondicionamiento de las moMSC con
IFN-y exacerbaba los efectos positivos. Sin embargo, queda por estudiarse la
importancia del tratamiento con MSC en los primeros dias de la enfermedad
(Munir y McGettrick, 2015).

La administraciéon de MSC en un modelo murino de lesion neural mostro
que estas células migran al lugar de la lesion, aumentan el linaje celular de
oligodendrocitos y promueven la respuesta inmune para mantener un balance
mas adecuado de respuestas Th1/Th2. Estos mismos resultados fueron
observados cuando se utilizé inicamente el medio condicionado de las MSC, por
lo que se ha propuesto que el HGF secretado por MSC es el responsable de los
efectos cuantificados (Murphy, et al., 2013).

Por otra parte, moMSC fueron utilizadas en un modelo murino de
artritis producida por colagena para probar su eficiencia en la terapia contra
artritis reumatoide. En el estudio observaron que una sola inyecciéon de
moMSC podia disminuir la gravedad de la enfermedad. Asimismo observaron
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que las MSC disminuian la actividad de linfocitos T al reducir su proliferacion
y modular la expresion de citocinas inflamatorias. Por lo tanto, se cree que la
terapia con MSC podria ser efectiva para modificar la actividad de linfocitos T
y aumentar la produccion de Treg (Augello, et al., 2007).

Los multiples experimentos realizados, donde se observa que el contacto
celular y la permanencia de las MSC no es necesario para causar un efecto
terapéutico, han llevado al estudio del sobrenadante de estas células como
posible tratamiento. El utilizar este en vez de las células tiene dos ventajas
muy importantes. La primera consiste en que el utilizar solamente el SN
elimina la necesidad de introducir células al cuerpo del paciente y por lo tanto
disminuye el riesgo que estas terapias conllevan. La segunda ventaja es que el
SN de MSC se puede producir de manera masiva debido a que no es necesario
tener las células del paciente y hacer la expansion. Esto permite ademas tener
un banco de SN que se podria utilizar para diferentes terapias.

En un esfuerzo por eliminar el uso de células vivas como terapia Lee et
al. (2009) propusieron probar los efectos del medio condicionado de MSC con un
tratamiento de hipoxia sobre el sanado de heridas. Anteriormente habia sido
probado que el uso de MSC precondicionadas con hipoxia podian mejorar la
cicatrizacion, por lo que el probar el medio condicionado de estas era adecuado
para identificar si los efectos eran causados por las citocinas secretadas o por
contacto celular. El SN-MSC precondicionadas en hipoxia redujo
significativamente el area de la herida y aumenté la secrecion de VEGF y
bFGF en la region. Por lo tanto, concluyeron que el SN-MSC precondicionado
en hipoxia ayuda considerablemente a la reparacion del tejido.

Yew y su equipo (2011) mostraron que el SN-MSC aceleraba la
cicatrizacion de heridas con mayor infiltracion celular y angiogénesis.
Asimismo observaron un incremento en la migracion celular hacia la zona de la
herida. Como responsable 1identificaron a la IL-6 dentro del medio
precondicionado y en menor cantidad IL-8 y CXCL1. Ellos proponen que estas
secreciones estan reguladas por la via de p38 MAPK, y por lo tanto la
regulacion de esta via en MSC es crucial para la reparacion tisular.

En un modelo de dano tisular en pulmones por humo de cigarro se
observo que el uso del medio condicionado de MSC podia inhibir la apoptosis de
fibroblastos, inducir su proliferaciéon y nivelar la produccién de caspasa-3, p53,
p21, p27, Akt y p-Akt. Ademas, el uso del sobrenadante recuper6 la expresion
de proteinas de la matriz extracelular y la contracciéon de colagena. Los
causantes de esta mejora no han sido identificados (Kim, et al., 2012).

Al reconocer los efectos pro-angiogénicos de las MSC, su uso en terapia
para recuperar la irrigaciéon sanguinea ha sido muy estudiado. La isquemia es
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una enfermedad que afecta a 80 millones de personas a nivel mundial. Kwon y
su grupo (2013) estudiaron in vitro y posteriormente in vivo los efectos del
sobrenadante de MSC precondicionadas con TNF-a en un modelo de isquemia
en extremidades. Lo observado fue que el TNF-a estimula la funcién paracrina
de las MSC para promover la angiogénesis in vitro. Después probaron el uso
del sobrenadante en un modelo in vivo y observaron que el SN promovia la
anglogénesis, estimulaba la perfusiéon sanguinea e inhibia la necrosis tisular.
Asimismo reconocieron que el SN causaba la migraciéon de células precursoras
endoteliales que apoyaban con la reparacion del tejido. La reparacion
observada mejoraba tanto el dafo, que se evitaba la necesidad de amputar la
extremidad. Este estudio muestra el alcance del uso del sobrenadante de MSC
en terapias celulares.

Es importante evaluar la relevancia del contacto celular para definir la
terapia ideal para diferentes enfermedades. La modulaciéon del secretoma y
funcién de las MSC para uso terapéutico también es decisivo para el desarrollo
de terapias puntuales y mas efectivas.
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Propuesta experimental

Reflexionando sobre la revision bibliografica realizada consideramos que el
MAT causa modificaciones importantes sobre las funciones de MSC y CD.
Aunando esto con el hecho de que las MSC promueven un fenotipo tolerante
sobre las CD, se propone que la interaccion en el microambiente tumoral de
estos dos tipos celulares esté sumandose a la evasion del sistema inmune por
parte de las células cancerosas. El coctel de moléculas en el microambiente se
considera de gran importancia en la regulacion de la actividad de estos tipos
celulares, por lo que es importante evaluar los efectos que estas moléculas
tienen sobre la respuesta inmune observada.

Consecuentemente se propone un diseno experimental para la evaluacion
del efecto del SN-WJMSC precondicionadas con células de cancer sobre el
fenotipo in vitro de moCD. Para el analisis del fenotipo de las CD se utilizaron
los marcadores CD11c y MHCII; para evaluar su maduracién utilizamos las
moléculas co-estimulatorias CD80 y CD86, y la molécula inhibitoria CD273.
Sin embargo, es necesario evaluar el perfil de citocinas secretadas para
determinar la funcién de las CD por lo que proponemos la evaluaciéon de la
produccion de IL-10 e IL-12 por parte de las moCD tratadas. La identificacién
de las citocinas en el sobrenadante de MSC responsables de la estimulacion de
las CD también debe ser evaluada, por lo que proponemos identificar proteinas

anteriormente reconocidas como importantes en la inmunomodulacién como
prostaglandinas, TNF-a, TGF-B, IL-10 e IFN-y.

Diseno experimental

En un principio se estableceran cultivos celulares de células tumorales
(CT) y de WJ-MSC. Al obtener una poblaciéon expandida se realizara un co-
cultivo de estas células, con el uso de un inserto transwell, para posteriormente
poder obtener el sobrenadante. La presencia y concentracion de
prostaglandinas y citocinas (TNF-a, TGF-B, IL-10 e IFN-y) del sobrenadante se
evaliia con un sistema luminex, o con ELISAs.

Se obtendran precursoras de CD de la médula 6sea de ratones C57BL/6
las cuales seran diferenciadas in vitro mediante su cultivo con sobrenadante de
células CHO transfectadas con el gen GM-CSF (Lutz, et al., 1999). Después de
cuatro dias de diferenciacion de las células de médula 6sea se adicionara al
medio el sobrenadante del co-cultivo WJMSC-CT siguiendo el programa de
adici6on del sobrenadnate de las células CHO; posteriormente se evaluara el
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fenotipo y secrecion de las moCD obtenidas a través de citometria de flujo. Se
analizaran los fenotipos de las CD bajo los diferentes tratamientos (Fig. 7).
Posteriormente, para confirmar la actividad, ya sea tolerante o inmunogénica,
de las moCD se evaluara la producciéon de IL-10 e IL-12.
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Figura 6. Disefio experimental. El experimento se divide en tres etapas principales. El condicionamiento se refiere al
cultivo de células troncales mesenquimales de gelatina de Wharton (WJ-MSC), WJ-MSC en cocultivo con células
tumorales (CT) y CT. De estos cultivos se obtiene el sobrenadante (SN) para su evaluacién por ELISA y para su uso como
tratamiento en la diferencacién y maduracién de moCD. La tercera etapa consiste en la diferenciacién y maduracién de
CD derivadas de médula ésea (moCD) en presencia de distintos tratamientos: sin tratamiento, interferén gamma (IFN-y;
bajas concentraciones), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), SN-MSC, SN-MSC-CT y SN-CT. Para cada uno de estos
tratamientos se analizara por citometria de flujo el fenotipo y la secrecién de las moCD tratadas.

10.1 Métodos

Debido al caracter bibliografico de la presente tesis, se realizd
Unicamente un ensayo prospectivo del experimento con la finalidad de probar
la viabilidad del disefio propuesto y su eficiencia. A continuaciéon se detallan los
métodos llevados a cabo para evaluar el fenotipo de las moCD diferenciadas
bajo distintos tratamientos y determinar la eficiencia del disefio experimental
en la produccién de tolCD. Se evaludé tnicamente el fenotipo de estas células
basado en su diferenciacion (CD11c y MHCII) asi como las moléculas de
maduraciéon CD80, CD86 y CD273.



Esta linea celular fue inmortalizada de cancer de mama, se caracteriza por la
ausencia de receptores de estrogeno y de progesterona, y a su vez se observa
una sobre expresion de HER2+ (ER-PR-HER2+). Esta la linea celular fue
amablemente donada por parte de la Dra. Maritza Garcia Garcia, Universidad
Autonoma de Guadalajara. Las células se sembraron y cultivaron con RPMI
suplementado (20% SFB, 1% antibiotico). El medio se cambi6 cada tercer dia y
se cultivaron las células hasta obtener una confluencia de 80%. Una vez
confluente se despegaron con Tripsina/EDTA al 0.25% y se sembraron en una
densidad de 1x10° células en insertos con membrana de 0.4 pm para
precondicionar a las MSC.

Las MSC fueron obtenidas de gelatina de Wharton, de cordén umbilical, y
cultivadas con DMEM-FI2 suplementado (SFB 20%, antibiético 1%) de acuerdo
con el método de Salehinejad et al. (2012), con el cual se obtiene 99% de pureza
evaluada por la presencia de los marcadores CD13, CD73, CD90, CD105, HLA-
I y la ausencia de los marcadores HLA-2, CD14, CD31, CD34, CD45. Se
sembraron en cajas Petri de 10 cm cambiando el medio cada 48 horas. Al llegar
hasta una confluencia del 80% se agregd medio sin SFB, después de 48 horas se
colecté el sobrenadante. Este fue filtrado y congelado a -80°C hasta su uso
posterior. Para el precondicionamiento, se sembraron 1x10% de WJ-MSC en
placas de 6 pozos durante 24 horas. Posteriormente se colocaron insertos y se
sembraron dentro de ellos1x10° células HCC1954. La interaccién se permitié
mediante co-cultivo por 48 horas con RPMI plano. Se colect6 el sobrenadante,
se filtr6 y congel6 a -80°C hasta su uso posterior.

Se sembraron células CHO con transfecccion estables (seleccionadas con
geneticina) con el gen de GM-CSF con F12 suplementado (20% SFB, 1%
antibiético) hasta obtener una confluencia del 80%. Se agregé F12 plano
durante 48 horas y se removié el sobrenadante rico en GM-CSF. El
sobrenadante fue centrifugado, filtrado y congelado a -80°C.

Se utilizaron ratones adultos, hembras de la cepa C57BL/6, mantenidos en las
instalaciones del Departamento de Biologia Celular y Tisular, de la Facultad de
Medicina de la UNAM, bajo condiciones de luz oscuridad y temperatura
controladas, con agua y alimento ad libitum y sin hacinamiento, en
concordancia con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
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1999. Para cada ensayo se utilizaron dos ratones, los cuales fueron sacrificados
por dislocacion cervical, de ellos se colectaron los fémures y tibias en
condiciones asépticas posteriormente en campana de flujo laminar se cortaron
las epifisis de los huesos y se obtuvo la médula ésea de las diafisis. La médula
6sea fue extraida con ayuda de una aguja de insulina y medio RPMI
suplementado (20% suero fetal bovino (SFB), 1% antibidtico). La suspension
celular obtenida se cultivé en medio RPMI suplementado con 20% SFB, 1%
antibiético y medio rico en GM-CSF al 20% (sobrenadante de células CHO
transfectadas con el gen GM-CSF). Se sembraron 15x10° de células en botellas
T-75 con 80% RPMI suplementado (20% SFB, 1% antibidtico) y 20%
sobrenadante de las células CHO en una proporcién de 1 ml por cada 1x10% de
células. El sobrenadante empleado al 20% es equivalente a utilizar 200U/ml de
GM-CSF de acuerdo al protocolo de Lutz et al. (1999). Debe agregarse medio
fresco cada dos dias con las mismas proporciones durante 8 dias (Pifién-Zarate,
2014). Al cuarto y sexto dia se agregd el sobrenadante correspondiente de cada
grupo experimental.

En el octavo dia de cultivo con los distintos estimulos se tifieron las células
para su evaluacion a través de citometria de flujo (BD Bioscience FACScalibur)
con anti-CD11c, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD273 y anti-MHCII (todos los
anticuerpos de BD Bioscience, USA). Se despegaron las células semi-
adherentes y obtuvo el sobrenadante de los cultivos de moCD. Se centrifugé el
sobrenadante y se obtuvo el botén de células. Se resuspendié el botéon en PBS
de tincién y se separd en tubos Ependorf para su tincién, aproximadamente
5x1075 moCD por tubo. Se tifieron tubos control para MHCII (FITc), CD11c
(APC) y con CD86 (PE). Los marcadores MHCII y CD11c se utilizaron para
identificar a la poblacion de CD vivas y evaluar su diferenciacion. Se
realizaron dos repeticiones por cada marcador con PE. Todos los resultados
fueron procesados con el programa FlowdJo v.10.

Grupos experimentales:

1) CD estimuladas con sobrenadante 20% WJMSC-HCC1954

2) CD estimuladas con sobrenadante 20% WJMSC

3) CD estimuladas con sobrenadante 20% HCC1954

4) CD estimuladas con TNFa 10000 U/ml (control de activacion)
5) CD estimuladas con IFNy 500 U/ml (control tolerogénico)

6) CD sin estimulacion
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10.2 Resultados

10.2.1 Diferenciacion de moCD en presencia de snMSC-HCC1954

La diferenciacion de moCD se pudo reconocer mediante la evaluacion de
la expresion de CD11c y MHC II, en todos los grupos experimentales se observo
una poblacion CD11chigh y MHCIItigh, En la Fig. 7 se muestra la diferenciacién
observada en cada uno de los grupos experimentales.

B sin tratamiento
B TNF-a

O IFN-y

B snMSC-HCC1954
B snMmsC

B snHCC1954

CD11c

10

Figura 7. Diferenciacion de moCD con diferentes tratamientos. Dot plots de citometria de flujo para la identificacion de
la poblacién de CD (CD11c+, MHCII+). La diferenciacidon es evidente en todos los tratamientos. Los porcentajes de
diferenciacién son: ST 77.9%, TNFa 82.9%, IFNy 25.3%, snMSC 83.7%, snMSC-HCC 62.4% y snHCC 40.7%.

El porcentaje de diferenciaciéon observado en los grupos controles de CD
fue de 77.9% en el grupo de CD sin estimulo, de 82.9% en el grupo que recibid
la administracion de TNFaq, y de 25.3% en el que recibi6 IFNy. Mientras que en
el grupo experimental que recibié estimulacion con el sobrenadante de células
mesenquimales el porcentaje de diferenciacién fue de 83.7%, el cual disminuyd
a 62.4% cuando el estimulo fue con mesenquimales condicionadas con células
tumorales, y a 40.7% cuando solamente recibieron el sobrenadante de células
tumorales.

Paralelamente se evalué el estado de maduracién de las CD mediante la
determinaciéon de la intensidad de la expresion, la cual fue estandarizada como
porcentaje de la media de intensidad de fluorescencia (%MFI), donde las CD
tratadas con TNFa e IFNy muestran una mayor expresion de ambos marcadores
que lo observado en las CD diferenciadas sin tratamiento.
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Figura 8. Expresion de distintos marcadores de CD,
evaluados como porcentaje de intensidad media de
florescencia (% MFI) para la comparacion de
experimentos independientes. . Los % de MFI de MHCII
observados para cada tratamiento son: ST 47.7%, TNFa
60.5%, IFNy 85.7%, SN-MSC 41.7%, SN-MSC-HCC 50.0% y
SN-HCC 80.8%. Los % de MFI de CD11c observados para
cada tratamiento son: ST 32.4%, TNFa 57.7%, IFNy
48.9%, SN-MSC 54.0%, SN-MSC-HCC 20.2% y SN-HCC
92.5%. Los % de MFI de CD80 observados para cada
tratamiento son: ST 30.2%, TNFa 49.0%, IFNy 25.1%, SN-
MSC 60.1%, SN-MSC-HCC 75.8% y SN-HCC 39.1%. Los %
de MFI de CD86 observados para cada tratamiento son:
ST 40.2%, TNFa 80.5%, IFNy 19.1%, SN-MSC 92.7%, SN-
MSC-HCC 88.5% y SN-HCC 99.8%. Los % de MFI de CD273
(PD-L2) observados para cada tratamiento son: ST 24.5%,
TNFa 33.9%, IFNy 13.6%, SN-MSC 35.6%, SN-MSC-HCC
47.2% y SN-HCC 28.7%.



Las células diferenciadas en presencia de SN-MSC, SN-MSC-HCC1954 o
SN-HCC1954 expresan CD11c y MHCII de manera diferencial (Fig. 8). Cabe
senalar que el % MFI de CD11lc de las moCD en presencia de snMSC-
HCC1954 es bastante bajo con respecto al resto de los tratamientos, tan solo
del 21%. Por otra parte, el uso del SN-HCC1954 aumenta la expresion de
ambas moléculas, teniendo el mayor % MFI de CD11c de todas las condiciones
con 92.5%.

Para evaluar el fenotipo de maduraciéon de las moCD estimuladas con los
distintos tratamientos se evalu6 la expresion de las moléculas co-estimulatorias
CD80 y CD86. Acorde a lo esperado observamos una baja expresion de ambas
moléculas en las moCD sin tratamiento, asi como en las moCD estimuladas con
IFNy, mientras que se observé una alta expresion de estas moléculas en las
moCD tratadas con TNFa. Sorprendentemente observamos una mayor
expresion de CD80 y CD86 en las moCD tratadas con SN-MSC, SN-MSC-
HCC1954 y SN-HCC1954 (Fig. 8).

Debido a que se compararon distintos ensayos independientes, la
expresion de la molécula co-inhibitoria CD273 fue evaluada como el porcentaje
de la media de intensidad de florescencia, donde la mayor expresion de CD273
fue 47.2% en el grupo de las moCD tratadas con SN-MSC-HCC1954. Seguida
por las moCD diferenciadas en presencia de SN-MSC con 35.6% MFI y 33.9%
con TNFa. Finalmente el grupo de moCD que estuvieron en presencia de SN-
HCC la expresion fue de 28.7%, ligeramente mayor que en el grupo sin
estimulo. Solo en el grupo que recibié IFNy se observo una débil expresion de
13.6% (Fig. 8).

10.3 Discusién

Los datos obtenidos en el estudio preliminar de nuestra propuesta
experimental son muy interesantes.
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En términos de la diferenciacion de CD, observamos que la presencia de
SN-MSC-HCC1954 ejerce un efecto negativo sobre el proceso de diferenciacién
en comparacion con los otros tratamientos, ya que observamos una reduccion
de alrededor del 10% con respecto a las moCD sin tratamiento, por lo cual se
puede proponer que el SN-MSC-HCC1954 esta afectando la diferenciacion de
las CD. Se ha propuesto anteriormente que la presencia de IL-10 afecta el
proceso de diferenciacion de CD. La IL-10 disminuye la secreciéon de
interleucinas pro-inflamatorias y la expresion de MHC II en las CD.
Paralelamente, se ha confirmado que la secrecion de MSC promueve la
secrecion de esta interleucina por las CD confiriendo una funcién tolerante a
estas células (Kyurkchiev, et al., 2014).

Aunado a esto, la IL-6 se ha considerado como otro responsable de esta
regulacion al promover a su vez la secrecion de IL-10. No obstante IL-6 no se
considera el mecanismo principal para la inhibicién de la diferenciaciéon de CD
debido a que cuando se bloqued IL-6 en el medio condicionado de MSC con un
anticuerpo especifico se observé un aumento en la diferenciaciéon de CD; sin
embargo el porcentaje de diferenciacién sigui6 estando afectado (Djouad, et al.,
2007). Este mismo grupo comprobdé que PGE2 esta también involucrado en la
funciéon de IL-6 como inmunoregulador, por lo que se considera de igual
importancia para esta funcién. Es por esto que consideramos que IL-10, IL-6 y
PGE2, las cuales se ha reportado estan presentes en el secretoma de MSC (da
Silva Meirelles, et al., 2009; Amable, et al., 2014; Ma, et al., 2014; Bai, et al.,
2016), pueden estar modulando la diferenciacién de las CD.

Por otra parte, el hecho de que hayamos observado una baja expresion de
CD11c en las células tratadas con SN-MSC-HCC1954, puede estar relacionado
con la propia funcién de las CD. En un experimento similar al nuestro, el cual
evaluaba el uso del sobrenadante de MSC estimuladas con esplenocitos sobre la
diferenciacion de CD, habia una disminucién unicamente la expresién de
CD11c manteniendo los marcadores CD40, CD80, CD86 y MHCII sin cambios
significativos (Djouad, et al., 2007). Se ha observado que la molécula CD11c
tiene como ligando a ICAM-1 asi como LFA-1 por lo que permite la interaccién
de CD con linfocitos T y por lo tanto la activacion de linfocitos T citotdxicos
(Jung, et al, 2002; Bullard, et al., 2007). Por lo tanto, la baja expresion de esta
molécula por parte de las moCD podria estar alterando la funciéon de este tipo
celular.

Aun cuando hay una menor diferenciacion, las CDs diferenciadas en
presencia de SN-MSC-HCC1954 muestran una alta expresion de las moléculas
comunmente asociadas a un fenotipo de maduracién. Se ha propuesto
anteriormente que el fenotipo tolerante de CD, especialmente aquellas CD
diferenciadas in vitro, pueden tener un fenotipo con alta expresion de MHC II y
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moléculas co-estimulatorias; lo que ayuda a determinar su funcién son las
citocinas en el medio en el que se encuentran (Lutz y Schuler, 2002). Por lo
tanto, el hecho de que hayamos observado en el grupo de CD tratadas con el
SN-MSC, SN-MSC-HCC1954 y SN-HCC1954 una mayor intensidad de las
moléculas MHC II, CD80, CD86 y CD273 no es concluyente sobre su funcion.
La evaluacion de las citocinas secretadas por estas CD es esencial para poder
determinar si este fenotipo refleja una funcién tolerante.

En cuanto a la expresion de moléculas co-estimulatorias CD80 y CD86
también observamos un comportamiento inesperado ya que presentan un
incremento en todas las CD tratadas con sobrenadantes con respecto a las
moCD estimuladas con TNFa, por lo que parecieran estar mas maduras que
nuestro control positivo para maduraciéon. Sorprendentemente la expresion de
CD80 y CD86 en presencia de SN-MSC-HCC1954 fue muy elevada. El1 % MFI
de CD80 es 25% mayor que aquellas células estimuladas con TNFa y para
CD86 fue 8% mayor. La secrecion de citocinas guiara la funcién de las CD hacia
la tolerancia o la inmunidad (Lutz y Schuler, 2002). Es por esto que
consideramos imprescindible la evaluaciéon de las citocinas IL-10 e IL-12
secretadas por las moCD bajo los distintos estimulos ya que estas determinan
sl existe una inactivaciéon de linfocitos T o si los linfocitos T son activados,
respectivamente (Wakkach, et al., 2003).

A pesar de tener registros de administraciéon de MSC humanas (Ljujic, et
al., 2013) y diferentes células tumorales humanas (Yoshimura, et al., 1997) en
ratones, es muy posible que los sobrenadantes de MSC y HCC1954 (los cuales
probablemente contienen pequenos detritus celulares y exosomas) estén siendo
reconocidos por las CD del raton como ajenos y desencadenando una respuesta
inmune exacerbada.

De hecho, se ha observado que el minimo cambio en epitopes puede
causar la modificacién de la reaccién de inmune. En un experimento realizado
con ratones C57BL/6 se observo que la inyeccion del antigeno de diferenciacion
de melanocitos g75 alogénico no producia una reaccién inmune; mientras tanto
el uso del antigeno g75 de humano causaba una respuesta inmune importante.
Con esto concluyente que los cambios en los antigenos pueden modificar una
respuesta tolerante hacia una respuesta inmunogénica (Naftzger, et al., 1996).
De manera similar, otro grupo inmunizoé ratas con la proteina oncogénica HER-
2/neu humana para evaluar si esto causaba una respuesta a la proteina propia
de rata. Estas proteinas son 92% homoélogas, sin embargo las ratas
inmunizadas presentaron una actividad contra la proteina de humanos y de
rata. Después de realizar experimentos puntuales concluyeron que el epitope
debe ser 100% similar para no causar esta respuesta (Disis, ef al., 1998).
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Considerando lo anterior, se puede inferir que el fenotipo observado en
presencia de snHCC1954, snMSC y el snMSC-HCC1954 sean a causa de una
activacion de las moCD por la naturaleza xenogénica de las células y por lo
tanto de los exosomas secretados. El uso de células pertenecientes inicamente
a una especie deberia ser utilizado en estudios de seguimiento a este diseno
experimental.

Es esencial tomar el anterior ensayo como una rapida mirada a la posible
modulaciéon de las CD a través del sobrenadante de MSC y células tumorales,
por lo que se requiere de mas experimentos y repeticiones para poder llegar a
resultados concluyentes. Las conclusiones presentadas son inferenciasy deben
tomarse con cautela. El fenotipo de tolCD no es el Unico determinante de su
funcién y deben considerarse también las citocinas secretadas como parte
importante para la determinacion funcional de una poblaciéon de CD (Steinman
2012). Es por esto que la evaluacion de las interleucinas secretadas seria muy
enriquecedor para el presente trabajo.

La evaluacion de las citocinas presentes en los sobrenadantes utilizados
es a su vez indispensable para explicar los resultados observados en el fenotipo
y secrecion de las CD. Nosotros proponemos realizar ELISAs para evaluar la

concentracion de las citocinas TGF-, TNF-q, IL-10 e IFN-y en el medio ya que

podrian estar teniendo efectos importantes sobre la funcién de las CD; o mejor
aun un trampeo de citocinas y factores de crecimiento para identificar una
mayor cantidad de posibles participantes en esta regulacion y tener
conclusiones mas amplias. Seria también interesante y complementario el
continuar esta linea de investigacién con la evaluaciéon de la activaciéon de
linfocitos T a través de su interaccion con las CD condicionadas con el ambiente
propuesto. Ademas el uso de distintos lineas de cancer proporcionaria mucha
informacién valiosa sobre la modulaciéon efectiva de tolCD in vitro.
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Conclusiones

A partir de la presente revision bibliografica podemos concluir que:

1. El desequilibrio de la funciéon de las CD es observado en muchas
enfermedades; en ciertas patologias observamos un aumento en las CD
activadas, mientras que en otras observamos el aumento de las CD
tolerantes.

2. La funcién inmunomoduladora de las células troncales mesenquimales
han tomado relevancia debido a su posible uso en terapias celulares.

3. Se ha comprobado que la interaccion de las MSC o su sobrenadante con
CD causa una maduracién tolerante de estas.

4. El precondicionamiento de MSC afecta la funcion y secrecion de estas
células, por lo cual se pueden modular a través del microambiente.

5. El precondicionamiento de MSC inhibe la diferenciacién y promueve la
maduracion de moCD hacia un fenotipo tolerante.

6. Ha sido propuesto que el precondicionamiento por parte de las células
tumorales hacia las MSC podria estar modificando sus efectos
inmunoreguladores.

Con base en los datos preliminares obtenidos, inferimos que:

1. E1 SN-MSC-HCC1954 podria ejercer un efecto negativo en la
diferenciacién de moCD, justificado por la baja expresion de CD11c lo
que probablemente sea debido a las citocinas presentes en el medio.

2. El empleo de SN-MSC, SN-MSC-HCC1954 y SN-HCC1954 puede estar
ejerciendo un efecto positivo sobre moléculas co-estimulatorias de las
moCD tratadas.

Es esencial evaluar si el reconocimiento de epitopes humanos es responsable
de la activacion de CD en presencia de los distintos sobrenadantes para
determinar los efectos de estos sobre la maduracion de moCD. El modelo
experimental debe realizarse con células de una misma especie para evitar
reacciones por reconocimiento de antigenos xénicos. La cuantificaciéon de la
secrecion de IL-10 e IL-12 es necesaria para determinar la funcién de las moCD
con distintos estimulos; asi como la identificacién de citocinas en los
sobrenadantes utilizados para identificar algin responsable de esta
modificacién.
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