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1. RESUMEN

Introduccién. Los exosomas son vesiculas nhanométricas que participan en la comunicaciéon
intercelular y son secretadas por todas las células. En particular los exosomas derivados de
células dendriticas participan en la presentacion de antigenos a linfocitos T. Esto es posible
porque expresan en su superficie moléculas MHC | y MHC |l que presentan antigenos y por
unién directa al receptor de linfocitos T. La respuesta de los linfocitos (estimuladora o
tolerogénica) es determinada en parte por los niveles de expresion de moléculas
coestimulatorias (CD80, CD86, CD40) y coinhibitorias (CD273 y CD274) que también se
expresan en los exosomas. Recientemente se ha propuesto el uso de exosomas como
nueva estrategia para la generaciéon de inmunoterapias anticancerigenas y libres de células,
lo que incrementa la importancia de conocer las diferencias entre los fenotipos exosomas de
células dendriticas cargadas con un antigeno tumoral (MAGE-AX) y sometidas a diferentes

estimulos.

Materiales y métodos. A partir de cultivos de células de médula ésea de ratones C57BL/6,
se diferenciaron células dendriticas por presencia de sobrenadante rico en GM-CSF. Las
células dendriticas fueron cargadas con el antigeno MAGE-AX y tratadas con 500 U de IFN-
y, 10, 000 U de IFN-y, 1ug de TNF- a, y 1ug/ml de LPS con el fin de generar fenotipos
diferentes. Posteriormente se colectd el sobrenadante de 24 h de los cultivos de células
dendriticas tratadas y se concentré su contenido con ayuda de tubos Amicon. Los exosomas
del sobrenadante concentrado se acoplaron a perlas magnéticas a-CD11c para detectarlos
mediante citometria de flujo. Tanto las células dendriticas como los exosomas se marcaron
con anticuerpos contra MHC I, MHC II, CD80, CD86, CD40, CD273 y CD274, acoplados a
fluoréforos para evaluar su fenotipo. Por Ultimo se realizé un ANOVA de una via y prueba de
comparacion multiple de Newman-Keuls para cada ensayo con el fin de comparar los

diferentes fenotipos de exosomas y de células dendriticas

Resultados. Se obtuvo un porcentaje de células positivas a CD11c mayor a 85% en todos
los grupos, sin embargo el porcentaje de células positivas a MHC Il asi como su la

intensidad de fluorescencia que presentaron, fue diferente en cada grupo.

El porcentaje de células dendriticas diferenciadas durante 4 dias (control) positivas a las
moléculas coestimulatorias CD80 y CD86, asi como la expresidon de estas moléculas, fue

menor en comparacion con las células dendriticas diferenciadas durante 7 dias y las células



dendriticas tratadas con 10, 000 U de IFN-y, 1ug de TNF- a, y 1ug/ml de LPS. Sin embargo,
en las células dendriticas tratadas con 500 U de IFN-y se observdé un porcentaje e

intensidad media de fluorescencia similar a los exhibidos por células dendriticas control.

El porcentaje de las células dendriticas positivas a las proteinas coinhibitorias CD273 y
CD274, fue similar en todos los grupos con excepcién del grupo tratado con 500 U de IFN-y

gue presenté menor porcentaje de células positivas a CD273 que el resto de los grupos.

La expresion de moléculas coestimulatorias y coinhibitorias fue mayor en exosomas
derivados de células dendriticas tratadas con 10, 000 U de IFN-y, 1ug de TNF- a, y 1ug/ml
de LPS

Las células que no fueron expuestas a algun estimulo mostraron niveles bajos de CD40 en

comparacion a las células cultivadas en presencia de alguna citocina.

La expresion de MHC | fue menor en las células dendriticas y los exosomas de células
dendriticas diferenciadas durante 4 dias, asi como en los exosomas de células dendriticas
tratadas con 10, 000 de IFN-y.

Conclusiones.

Las células dendriticas inmaduras con 4 dias de diferenciacion y las células dendriticas
tratadas con 500 U de IFN-y, exhibieron un fenotipo inmaduro con niveles bajos de las

moléculas coestimulatorias CD80 y CD86.

Los exososomas derivados de células dendriticas con fenotipo tolerogénico presentaron
bajos niveles tanto de moléculas coestimulatorias como de las moléculas coinhibitorias
CD273y CD274.

Las células dendriticas con 7 dias de diferenciacién y las células tratadas con 10, 000 U de
IFN-y, 1pg de TNF- a, y 1pg/ml de LPS, exhibieron un fenotipo maduro con niveles elevados

de moléculas coestimulatorias

Los exosomas derivados de células dendriticas con fenotipo maduro presentaron elevados

niveles tanto de moléculas coestimulatorias como de moléculas coinhibitorias.



2. ABSTRACT

Introduction. Exosomes are nanometric vesicles produced by all cells which are involved in
intercellular communication. In particular, exosomes produced by dendritic cells (DCs) are
able to present antigen to T cells. According the levels of molecules expressed on the
exosomes membrane, such as CD80, CD86, CD274, CD273, MHC | and MHC II, the
immune response developed may be stimulatory or tolerogenic.

Since dendritic cells-derived exosomes could be used as a novel cell-free cancer vaccine, it
is important to know the expression of the molecules mentioned above in order to avoid the

development of a tolerogenic immune response.

So, the aim of this investigation was determinate the immunological phenotype of exosomes

derived of dendritic cells charged with MAGE-AX and treated with different stimuli.

Materials and methods. From cultures of bone marrow cells obtained of C57BL/6 mice, we
produced dendritic cells immature differentiated for 4 or 7 days with supernatant with GM-
CSF; and dendritic cells treated with 500U IFN-y, 10, 000 IFN-y; 1ug/ml of TNF-a or 1pg/ml
of LPS; both in presence of antigen MAGE-AX. After, the 24h supernatant were collect and
concentrated with Amicon tubes. The exosomes in concentrated supernatant were coupled
to magnetic beads a-CD11c for it detection in flow cytometer. Both dendritic cells and
exosomes were labeled with antibody for MHC I, MHC Il, CD80, CD86, CD40, CD273 y
CD274 coupled to fluorophores in order to evaluate the phenotype. Finally the results were

analyzed by ANOVA and test of Newman-Keuls.

Results. The percentage of cells CD11c+ was higher to 85% in all groups, however the

percentage and the mean fluorescence intensity of MHC II+ was different in each group.

The percentage of dendritic cells differentiated by 4 days (control) that was positive to the
costimulatory molecules CD80 and CD86 and the mean fluorescence intensity of these
molecules was lower than the data generated by dendritic cells differentiated by 7 days and
dendritic cells treated with 10, 000 U of IFN-y, 1ug of TNF- a, and 1ug of LPS. However in
dendritic cells treated with 500 U of IFN-y, the percentage and the mean fluorescence

intensity was similar to the expressed by dendritic cells control.



The percentage of dendritic cells positive to coinhibitory molecules CD273 and CD274 was
similar in all groups except in dendritic cells treated with 500 U of IFN-y that showed lower

percentage of CD273+ dendritic cells that the all other groups.

The levels of costimulatory and coinhibitory molecules was higher in exosomes of dendritic
cells treated with 10, 000 U of IFN-y, 1ug of TNF- a, y 1ug of LPS.

The cells unexposed showed low levels of CD40, while dendritic cells treated express high

levels of this molecule.

The expression of MHC | in dendritic cells differentiated 4 days and their exosomes, and in

exosomes of dendritic cells treated with 10, 000 of IFN-y was lower than the other groups.

Conclusions.The immature 4 days dendritic cells and the dendritic cells treated with 500 U
of IFN-y exhibited a tolerogenic phenotype with low levels of CD80 and CD86. The
exosomes derived of dendric cells with tolerogenic phenotype, exhibed low levels of both
costimulatory and coinhibitory molecules. Dendritic cells treated with IFN-y in 10, 000 U, 1ug
of TNF- a, 1ug of LPS and the showed an mature phenotype with high levels of costimulatory
molecules. The exosomes derived of dendritic cells with mature phenotype, exhibed high

levels of both costimulatory and coinhibitory molecules.



3. INTRODUCCION

3.1. Sistemainmune y cancer

El cancer es una enfermedad potencialmente fatal causada por mutaciones en genes
codificantes para proteinas que regulan procesos celulares. El resultado de estas
mutaciones son células aberrantes cuyo comportamiento lleva a su expansion clonal
descontrolada, destruccion del tejido circundante y propagacién a 6rganos vitales. (Alison,
2001).

En un individuo sano, el sistema inmune reconoce y elimina las células mutantes; sin
embargo si el sistema inmune falla, las células neoplasicas sobreviven y producen tumores
(Mody et al., 2014). A esta intervencién del sistema inmune en el proceso carcinogénico se

le conoce como “inmunovigilancia del cancer” (Cho y Bhardway, 2003).

De acuerdo a la teoria de la inmunoedicion del cancer, el equilibrio entre el crecimiento del

tumor y el cambio del sistema inmune consta de 3 fases (Dudek et al., 2013):

1.- Fase de eliminacion, en la cual el sistema inmune es capaz de reconocer y exterminar a

las células cancerigenas.

2.- Fase de equilibrio, donde la liberaciéon de factores inmunosupresores resulta en el
establecimiento del equilibrio entre las células cancerigenas que son susceptibles a la
inmunoerradicacion y las células inmunoevasivas que son resistentes a la eliminacion por el

sistema inmune.

3.- Fase de escape, que se alcanza cuando la evasion del sistema inmune progresa y el

tumor escapa del control del sistema inmune.

La falla en el reconocimiento de antigenos en los tejidos tumorales se debe a diferentes

factores:

a) La mayoria de estos antigenos son compartidos con células normales pero con
diferente expresion espacio-temporal. Por ejemplo, algunos de estos antigenos se
expresan de manera normal en individuos sanos durante el desarrollo embrionario o

en estado adulto en otros tejidos (Dudek et al., 2013).



b) Las células tumorales en contraste con bacterias y virus, no inducen las citocinas
proinflamatorias y quimiocinas requeridas para la interaccion apropiada entre células
presentadoras de antigenos y células T (Espinoza-Delgado, 2002).

c) Las células cancerigenas interfieren con la funcion normal de las células dendriticas
suprimiendo su estado maduro, ya sea por la expresion de citocinas
inmunosupresoras o por otras sefiales como la liberacién de exosomas por parte de
las células tumorales (Dudek et al.,, 2013), lo cual previene la presentacion de
antigenos y el establecimiento de respuestas inmunes tumor-especificas (Palucka y
Banchereau, 2012).

d) Los tumores inducen la activacién de la diferenciacion de monocitos a macréfagos y
no a células dendriticas, evitando que estas Ultimas activen a las células T de
manera tumor-especifica. Este mecanismo es mediado por IL-6 y el factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) (Palucka y Banchereau, 2012).

e) El tumor reduce la eficiencia en el procesamiento y la presentacion de antigenos
tumorales a células T por el antigeno carcinoembrionario (un antigeno glicoproteico
producido por el tumor), el cual es endocitado por las células dendriticas y confinado
a endosomas tempranos (Palucka y Banchereau, 2012).

f) Los tumores interfieren con la maduracion de las células dendriticas por la secrecion
de IL-10 y secretan factores derivados de tumor que pueden alterar la maduracién y
el rendimiento de las células dendriticas mieloides. Esto provoca la falta de sefiales
co-estimulatorias en las células dendriticas, evitando la induccién de respuestas
inmunes antitumorales (Palucka y Banchereau, 2012).

g) En cancer de mama, las células dendriticas plasmacitoides infiltradas pueden afectar
la generacion de linfocitos T efectores y la sefializacion para presentacion cruzada

de antigenos tumorales (Palucka y Banchereau, 2012).

3.2. Antigenos tumorales

Las proteinas alteradas o que se expresan aberrantemente en las células tumorales se
conocen como antigenos tumorales. Actualmente estos péptidos se han reconocido y
clasificado de acuerdo al patrén de expresion del gen parental, de tal manera que de
acuerdo con Coulie y col. (2014) y Vigneron (2015) pueden clasificarse en dos principales

grupos:



Antigenos con alta especificidad tumoral: llamados asi porque muestran un patrén de
expresion especifico de tumor y tiene el potencial de inducir respuestas tumor-especificas.

Entre estos se incluyen:

Antigenos virales: Son proteinas virales producidas dentro de células tumorales
generadas por virus. Pueden encontrarse en tumores como carcinoma cervical, carcinoma

nasofaringeo, hepatocarcinoma y leucemia de células T de adulto.

Antigenos codificados por genes mutados: Son antigenos formados por mutaciones
puntuales en genes que se expresan de forma ubicua y que provocan errores como cambios
de un aminoacido por otro, alteracion de fase del marco de lectura o extension en la
secuencia codificante del codén normal de detencién. Algunos péptidos antigénicos resultan
de mutaciones que benefician la transformacién celular, por ejemplo al favorecer la division

celular descontrolada o la disminucion de la sensibilidad a apoptosis, entre otros.

Los tumores con elevada tasa de mutacion como el melanoma (por radiacion
ultravioleta) o carcinoma de pulmén (por fumadores de tabaco) tienen mas antigenos de
genes mutados, por lo que son presumiblemente mas antigénicos. Sin embargo, los
antigenos mutados no suelen utilizarse para vacunas contra cancer ya que su amplia

diversidad impide que una vacuna sea aplicada a muchos pacientes.

Antigenos tumorales de genes de lineas germinales: Son expresados por una amplia
variedad de tipos de cancer y en tejidos normales solo los expresan células germinales y
trofoblasticas. Su Unica diferencia es que en las células de cancer se encuentra desmetilado
el promotor, mientras que en células normales se encuentra metilado. Esto las convierte en

un recurso importante para las vacunas y terapias para combatir el cancer.

Esta clasificacion incluye los genes codificantes de antigenos de melanoma (MAGE), que
comprenden 25 genes funcionales ubicados en tres regiones del cromosoma X: MAGE-A,
MAGE-B y MAGE-C, también incluye genes de la familia BAGE, GAGE, LAGE/NY-ESO1y
SSX.

Antigenos con baja especificidad tumoral: se incluyen:

Antigenos de diferenciacion: Derivan de proteinas que se expresan tanto en el tumor como

en el tejido normal de origen (Vigneron, 2015, Coulie et al., 2014).



Antigenos sobre-expresados: Son antigenos altamente expresados en células tumorales y

con baja, pero detectable expresion en tejidos sanos (Vigneron, 2015, Coulie et al., 2014).

Uno de los principales obstaculos que se necesitan superar para el desarrollo de estrategias
de inmunoterapia contra cancer es identificar antigenos tumorales especificos para ser

blanco de una inmunizacién especifica (Gabrilovich, 1996).

3.2.1. Antigenos MAGE

Dentro de los antigenos con alta especificidad tumoral se incluyen los miembros de la familia
MAGE, que son proteinas caracterizadas por tener un dominio homodlogo de
aproximadamente 170 aminoacidos denominado “dominio de homologia MAGE (MHD)”, el
cual forma una estructura de hélice alada que puede actuar como andamio para

interacciones proteina-proteina (Eggert et al., 2004; Wong et al., 2014).

Existen 3 subgrupos &cidos de proteinas MAGE, MAGE-A, MAGE-B y MAGE-C y un
subgrupo basico, MAGE-D. Con base en la expresion de patrones de las proteinas MAGE,
se han clasificado en dos subgrupos | y Il. El subgrupo | incluye las proteinas que se
expresan en tumores malignos y testiculos pero no en otros tejidos normales; mientras que
las proteinas del subgrupo Il son expresadas en varios tejidos sanos de adultos humanos
(Xiao y Chen, 2004).

Aungue su funcién bioldgica esta siendo estudiada aun, se ha observado que las proteinas
MAGE interactian con proteinas celulares claves como p53 y KAP1 (Wong et al., 2014).
Algunos estudios han mostrado que las células embrionarias contienen genes MAGE con
menor metilacion de CpG que las células somaticas, mientras que en células tumorales
estos genes se encuentran hipometilados. De esta manera se ha especulado que esta
familia de proteinas funciona durante el desarrollo embrionario y que los genes son
subsecuentemente desactivados por metilaciéon, sin embargo, durante la transformacion
neoplasica, estos genes son reactivados y expresados, pudiendo ser reconocidos como

blancos antigénicos para ser atacados por el sistema inmune (Xiao y Chen, 2004).

Es por esta razon que las proteinas MAGE se han convertido en importantes puntos de
investigacion de inmunoterapia, incluso se han realizado algunas pruebas clinicas para
tratar carcinoma gastrointestinal, carcinoma esofagico y carcinoma pulmonar (Xiao y Chen,
2004).



En particular, las proteinas MAGE-A, un subgrupo codificado por 12 genes altamente
homélogos localizados en el cromosoma X, son altamente inmunogénicas. Su capacidad
para inducir respuestas citotoxicas dependientes de linfocitos T de manera espontanea, las

resalta como blancos convenientes para inmunoterapia (Wong et al., 2014).

Especificamente, un péptido con gran potencial para ser utilizado en inmunoterapia es el
péptido MAGE-AXe9.176 Ya que tiene alta afinidad a la molécula MHC | y su secuencia
(LGITYDGM) es compartida por tres proteinas de la familia MAGE-A (MAGE-A1l, MAGE-A3
y MAGE-A5). En 2004 fue sintetizado y probado por Eggert y colaboradores en un
tratamiento de inmunoterapia contra melanoma en ratones y determinaron que la vacuna
con este péptido resultaba en inmunidad protectora en los animales retados con células de
melanoma y que puede inducir linfocitos T citotdxicos capaces de reconocer y matar blancos
que expresen MAGE (Eggert et al., 2004). Posteriormente, en 2014 Pifién-Zarate y
colaboradores utilizaron este péptido para cargar células dendriticas derivadas de médula
Osea, las cuales utilizaron como terapia en ratones con melanoma. Como resultado se
observé que este tratamiento incrementa la sobrevida de los ratones y disminuye la tasa de
crecimiento tumoral por la muerte de células tumorales debido a la respuesta antitumoral
especifica (Pifibn-Zarate et al., 2014). Estos resultados aportan evidencia del uso potencial
del péptido MAGE-AX para la creacién de estrategias terapéuticas contra algunos tipos de

cancer.

3.3. Células dendriticas

Las células presentadoras de antigenos son indispensables para ejercer respuestas
antigeno-especificas por medio de células T. En particular, las células dendriticas se
conocen por ser las células presentadoras de antigenos con mayor potencia estimuladora
(Baar, 1999)

Las células dendriticas son células de origen linfoide distribuidas en varios tejidos. Su
funcion principal es iniciar una respuesta inmune por la presentacion de antigenos
capturados y expresados con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que se
localiza en la superficie de la célula dendritica e interactia con el receptor de las células T
(TCR) localizado en la superficie de células T naive de los tejidos linfoides (Palucka y
Banchereau, 2012). Existen diferentes subpoblaciones de células dendriticas que han sido

clasificadas con base en su localizacion, origen, fenotipo o funciéon (Ju, 2010). Las dos



subpoblaciones principales de células dendriticas han sido descritas con base en la
expresion de CD11c: las células dendriticas mieloides que expresan CD11c (también
conocidas como convencionales o clasicas), las cuales producen principalmente IL-12; y las
células dendriticas plasmacitoides que no expresan CD11c y producen principalmente IFN-
a. Los ratones y humanos comparten estos dos subtipos (Johansson et al., 2007; Palucka y
Banchereau, 2012).

Las células dendriticas convencionales son las encargadas de generar respuestas
antitumorales por medio de la activacion de linfocitos T, ya que tienen cinco caracteristicas
(Baar, 1999):

Capacidad de captura y obtencién de antigenos en tejidos periféricos.
Transporte de esos antigenos a 6rganos linfoides primarios y secundarios.
Expresién de elevados niveles de MHC |y MHC Il en 6rganos linfoides.

Expresiéon de elevados niveles de moléculas coestimulatorias.

o k0w dh PR

Liberacion de citocinas inmunoestimulatorias como IL-12 e IFN-a.

3.3.1. Estados de células dendriticas

En las células dendriticas convencionales existen dos principales estados; el estado
inmaduro y el estado maduro. Estos estados se diferencian entre si a dos niveles: fenotipico
y funcional (Fig.1.) (Dudek et al., 2013). A nivel de fenotipo, depende de las proteinas que
las células dendriticas expresan en la membrana y de ciertas citocinas que secretan al
medio extracelular. Este fenotipo influye directamente a nivel funcional, que es a través de
estas proteinas que pueden inducir respuestas estimulatorias o inhibitorias del sistema
inmune (Robbins y Morelli, 2014).

Generalmente en tejidos periféricos las células dendriticas son inmaduras y realizan
actividad endocitica continua y presentacién de antigenos propios a linfocitos T. Ellas
acumulan moléculas MHC 1l en los compartimentos de tipo endosoma tardio-lisosoma,
expresan bajos niveles de moléculas co-estimulatorias y tienen limitada capacidad para
secretar citocinas. Ya que el estado inmaduro no es un estado efector, impiden que las
células inmunes ataquen a células que expresan antigenos propios manteniendo la
tolerancia del hospedero en condiciones saludables. Esta tolerancia es inducida y mantenida

por la accién de las proteinas CTLA-4, CD273 y CD274 que definen el fenotipo de las
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células dendriticas y actian durante la sinapsis inmunoldgica, induciendo la delecion de
células T o la expansién de células T reguladoras o supresoras (Dudek et al., 2013; Palucka

y Banchereau, 2012).

Figura 1. Estados de las células dendriticas. Diferencias fenotipicas y funcionales entre los
dos principales estados de las células dendriticas, maduro e inmaduro.

Las células dendriticas inmaduras residen en los tejidos no linfoides, donde capturan y
procesan antigenos. Cuando las células dendriticas capturan un patdgeno en la periferia
inician su proceso de maduracion, en el cual disminuyen sus capacidades de procesamiento
de antigenos, incrementan la expresion de las moléculas MHC |, MHC Il, CD80 y CD86 y
migran a los Organos linfoides secundarios, donde cada célula dendritica activa
aproximadamente 5000 linfocitos T nédive cada hora. Este proceso es controlado por

citocinas y sefales del microambiente (Labeur et al., 1999).

La maduracion fenotipica se alcanza cuando las células dendriticas expresan elevados
niveles de los ligandos CD80, CD83 y CD86 y de la molécula MHC II. A nivel funcional
tienen elevada capacidad de secretar citosinas ya sea inflamatorias o inmunosupresoras
(Dudek et al., 2013).
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Existe otro estado de las células dendriticas denominado semi-maduro que resulta de la
activacion sub-Optima de las células dendriticas. Estas células se caracterizan por tener la
capacidad de presentar 2 de las 3 sefiales requeridas para la activacién de los linfocitos T
(la primera sefial que involucra la unién de MHC con el TCR y solamente una de las otras
dos sefiales que involucra a las moléculas coestimulatorias y coinhibitorias o a las citocinas
secretadas). Este fenotipo genera interacciones inestables con los linfocitos T, lo cual puede
llevar a activar la ablacion de la inmunidad anti-cancer. Ademas, junto con las células
dendriticas inmaduras tienden a inducir anergia de linfocitos T o generacion de linfocitos T

exhaustos que inducen tolerancia a las células cancerigenas (Dudek et al., 2013)

3.3.2. Generacioén de células dendriticas in vitro

Las investigaciones sobre la identidad y biologia de las células dendriticas, asi como de las
pruebas clinicas de vacunas basadas en células dendriticas, requirieron métodos para

cultivar y expandir progenitores de células dendriticas in vitro (Butterfiled, 2013).

Estos métodos fueron determinados inicialmente para expandir células dendriticas a partir
de monocitos de sangre periférica humana utilizando el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF por sus siglas en inglés) (Butterfiled, 2013).
Posteriormente se establecié un protocolo para la generacion in vitro de células dendriticas

a partir de células médula 6sea de raton estimulados con GM-CSF (Inaba et al., 1992).

Las células dendriticas obtenidas por diferenciacion son inmaduras por lo que necesitan ser
sensibilizadas con antigenos e inducir su maduracion para obtener células dendriticas

estimuladoras de linfocitos T (Amigorena, 2000).

In vivo, el proceso de maduracion de las células dendriticas es controlado por un complejo
arreglo de sefiales que incluye factores del microambiente como GM-CSF, TNF, FIt3L, IL-4,
IFN-y, TGF-B, PGE,, ionomicina, entre otros. En cambio, la activacién y maduracion in vitro
de células dendriticas con potencial estimulatorio (similares a las convencionales) es
resultado del contacto con las células T por interaccion entre CD40 y CD40L o de estimulos

ejercidos por moléculas agregadas a los cultivos (Labeur et al., 1999).

Las moléculas utilizadas mas frecuentemente para la maduracién de células dendriticas son
citocinas, por ejemplo TNF-a (Amigorena, 2000). Sin embargo se ha observado que el

fenotipo de las células dendriticas difiere dependiendo de las citocinas afiadidas al medio de
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cultivo (Baar, 1999). Incluso existen varios protocolos que regulan in vitro las moléculas del
microambiente de células de médula 6sea con el fin de generar células dendriticas con
diferentes fenotipos y funciones. Es a partir de estas observaciones que se ha desarrollado
la capacidad de madurar y cargar con antigenos a las células dendriticas in vitro para su uso

en terapias inmunoldgicas (Labeur et al., 1999).

3.4. Procesamiento de antigenos

Para cumplir su funcién fisiolégica, las moléculas MHC de las células dendriticas deben
adquirir péptidos antigénicos (Vyas et al., 2008). A la obtencién y carga estos péptidos
obtenidos de patdgenos o células transformadas y la formacion de péptidos unidos a
complejos MHC | o MHC Il se le conoce como “procesamiento de antigenos” (Blum et al.,

2013). A continuacion se explican brevemente estos procesos.

3.4.1. Procesamiento de antigenos para las moléculas MHC |

Esta via esta activa en casi todos los tipos celulares y su papel es reportar eventos
intracelulares. Para esto exhiben en la superficie celular una muestra de los péptidos
derivados de las proteinas que estan siendo sintetizadas en la célula en cada momento
(Jensen, 2007) (Fig.2.). Ya que a la molécula MHC | solo se pueden unir péptidos lineales
de 8 a 10 aminoacidos (Chang, et al., 2006), la célula genera péptidos cortos por el
catabolismo de proteinas enddégenas en el citoplasma a través de la acciéon de proteasomas
y otras enzimas, estos péptidos son activamente transportados dentro del lumen del reticulo
endopldsmico por el transportador heterodimérico, asociado con la presentacién de
antigenos (TAP) Jensen, 2007).

Las moléculas de MHC | se pliegan y ensamblan dentro del lumen del reticulo
endopldsmico, donde también se da la union del péptido, en este proceso TAP actla como
un andamio para la etapa final del ensamble de MHC |. Después de la carga del péptido, las
moléculas MHC | se disocian de TAP y el complejo es exportado a los sitios de la membrana
del reticulo endoplasmico, donde son selectivamente reclutadas y transportadas al aparato

de Golgi y posteriormente a la membrana plasmatica (Hewitt, 2003).
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Fig. 2. Procesamiento de antigenos internos. Se observa el proceso a través del cual las
moléculas de MHC | adquieren su carga antigénica

3.4.2. Procesamiento de antigenos para las moléculas MHC Il

La expresion de moléculas MHC Il est& principalmente restringida a células presentadoras
de antigenos (APC) (Vyas et al., 2008) (Fig.3.). Las moléculas MHC Il recién sintetizadas se
unen a una proteina no polimorfica denominada cadena invariante (li), después de su
movimiento a la membrana plasmatica a través de la red trans-Golgi, los complejos li-MHC I
pueden endocitarse mediante receptores de clatrina, lo cual se debe al reconocimiento de

motivos de blanco que contiene li en su region citoplasmatica (Roche y Furuta, 2015).

li previene la unién de péptidos antigénicos a MHC Il hasta que estos llegan a los
compartimentos donde se encuentran los péptidos de origen externo que fueron procesados

(Denzin y Cresswell, 1995).
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Aunque la carga del péptido en las moléculas del MHC clase Il puede ser generada a través
del proceso endocitico, los compartimentos tipicos para procesamiento de antigenos son
endosomas tardios-lisosomas, los cuales son ricos en enzimas proteoliticas y reductasas
disulfuro y tienen un pH suficientemente bajo para activar proteasas para protedlisis del
antigeno (Roche y Furuta, 2015).

Fig. 3. Procesamiento de antigenos externos. Se observa el proceso a través del cual las
moléculas de MHC Il adquieren su carga antigénica

En estos compartimentos, conocidos como compartimentos ricos en complejo mayor de
histocompatibilidad (MIICs), li es degradado por protedlisis progresiva y solo permanece un
pequefio fragmento denominado péptido de la cadena invariante (CLIP) el cual debe ser
removido para la union del péptido antigénico (Roche y Furuta, 2015). La carga del antigeno
a MHC-Il (HLA-DR) esta regulada por las proteinas MHC-II no clasicas HLA-DM y HLA-DO
(H-2M y H-20 en murinos). HLA-DO funciona como un sustrato para competir e inhibir a
HLA-DM, que es quien promueve el intercambio de péptidos y la disociacion de CLIP
(Mellins y Stern, 2014; Denzin y Cresswell, 1995).
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Algunos MIICs son conocidos en general como cuerpos multivesiculares (MVB), ya que
forman multiples vesiculas internas menores a 0.1 um de diametro generadas por la
invaginacion de su membrana (Roche y Furuta, 2015; Clayton et al., 2001; Denzin y
Cresswell, 1995). Una vez que los MVBs se fusionan con la membrana plasmatica, liberan

vesiculas conocidas como exosomas hacia el espacio extracelular. (Clayton et al., 2001).

3.5. Localizacion y funcidon de las moléculas que participan en la presentacion de

antigenos

Como se explicé en la seccion anterior, ademas de la interaccion de las moléculas MHC | o
MHC 1l con el TCR, se requiere una interaccion balanceada entre sefiales coestimulatorias y
coinhibitorias. En la determinacion de estas sefiales participan algunos ligandos de la familia
B7 y se ha sugerido que cada molécula de esta familia realiza funciones tan especificas que
tienen su propio nicho (Fig.4.) (Podojil y Miller, 2013; Collins, et al, 2005; Seliger et al.,
2008).

En general, los estimulos inflamatorios o anti-inflamatorios modulan la expresion de los
ligandos de B7, resultando en la liberaciébn sefales de activacion o atenuacion que
determinan la naturaleza y subsecuentemente las respuestas inmunes (Collins, et al, 2005;)
Por ese motivo, en este trabajo se presentan las caracteristicas principales y relevantes de
algunas moléculas que participan en la presentacion de antigenos, incluidas algunas de la

familia B7 presentes en las células dendriticas.

3.5.1. MHCly MHC Il

Las moléculas monomeéricas clasicas de MHC | comprenden una cadena pesada altamente
polimérfica, unida de forma no covalente a la cadena ligera de microglobulina-g2. Estas
moléculas presentan péptidos de origen intracelular al sistema inmune interactuando con el
TCR de células T citotoxicas CD8+. Ademas, las moléculas de MHC | también son ligandos
para células natural killer y otros subtipos de leucocitos que expresan receptores tipo

inmunoglobulina y receptores lectina tipo C (Campbell et al., 2012)

Las moléculas MHC Il consisten en dos cadenas polipeptidicas asociadas no
covalentemente, la cadena a y la cadena [; las cuales tienen una secuencia
transmembranal y una cola citoplasmica (Jones et al, 2006). Estas moléculas presentan

antigenos peptidicos extracelulares a células T CD4+, guiando la activacion de células T
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naive y sus funciones inmunes. Ademas de estas funciones, pueden sefalizar activacion,

diferenciacion o sefiales de muerte a células B y macréfagos (Harton et al., 2016).

Fig. 4. Sinapsis inmunolégica. Moléculas implicadas en la interaccion celular a través de la
cual se realiza la presentacion de antigenos

3.5.2. CD80 y CD86

Pertenecen al grupo de la familia B7 y también son llamadas B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86).
Son expresadas inducidamente en la superficie de células presentadoras de antigenos
como macréfagos, células dendriticas y en células hematopoyéticas; ademas son sobre-

expresadas en células T activadas (Seliger et al., 2008).

Aungue los genes para CD80 y CD86 estan estrechamente unidos, comparten solamente
25% de identidad de aminoacidos. Por esta razén ambos interactuan tanto con la proteina
CD28 como del receptor CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4). La unién de

estas moléculas al receptor CD28 induce activacion y supervivencia de células T, sin
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embargo su unidn al receptor CTLA4 inhibe las respuestas de las células T por bloqueo de
la sintesis de IL-2 y de la progresion del ciclo celular, llevando a tolerancia periférica (Seliger
y Quandt, 2012)

CD80 y CD86 no tienen papeles equivalentes en la modulacién de la respuesta inmune ya
gue la interaccién CD80-CTLA4 tiene mayor afinidad que CD86-CTLA4; mientras que CD28
se une con mayor efectividad a CD86 (Collins, et al, 2005).

3.5.3.CD273y CD274

También son conocidos como PD-L1 o B7-H1 (CD274) y PD-L2 o B7-DC (CD273); ambos
son ligandos del receptor PD-1 (CD279) localizado en los linfocitos. La expresion de CD273
estd restringida a células presentadoras de antigenos y células Ty2, mientras que CD274 es
expresada tanto en células hematopoyéticas y como en no hematopoyéticas. Se sabe que
aunque CD273 es el ligando dominante para PD-1 y tiene de 2 a 6 veces mayor afinidad de

interaccion, CD274 es un competidor para él (Zheng y Zhou, 2015).

Su interaccién atenda la sefalizacion de fosforilacion y suprime la activaciéon inmune de la
célula. Para comenzar esta sefializacion PD-1 tiene un dominio citoplasmico que contiene
un motivo inmuno-receptor basado en tirosina (ITIM) y un motivo interruptor inmuno-receptor
basado en tirosina (ITSM) (Del Rio et al., 2008).

3.5.4. CD40

Es una proteina transmembrana, miembro de la familia del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF). Es expresado en células presentadoras de antigenos, algunas células sin funcién
inmunolégica y tumores. Se une al ligando CD40L, el cual es expresado por células T y
otras células no inmunes en condiciones inflamatorias. Se ha observado que el incremento
de CD40 en la superficie de las células dendriticas promueve la produccion de citocinas, la
induccién de moléculas coestimulatorias y co-inhibitorias en la membrana celular y facilita la

presentacion cruzada de antigenos (Elgueta et al., 2013).
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3.6. Presentacion de antigenos

3.6.1. Sinapsis inmunologica

Las interacciones moleculares que fundamentan la regulacién del sistema inmune tienen
lugar en un espacio de escala nanométrica donde se unen las células presentadoras de
antigenos y las células T, este sitio de interaccibn se denomina sinapsis inmunolégica
(Fig.4.). Esta sinapsis integra receptores de tres categorias: adhesion, reconocimiento de
antigeno acoplado a MHC (por la célula T) y coestimulacion (Dustin, 2014). La hipotesis
clasica de las dos sefiales postula que tanto el estimulo antigénico como el estimulo

secundario son requeridas para la activacion de células T (Dudek et al., 2013).

El estimulo antigenico, también conocido como la primer sefial, se refiere a la unién del
receptor de linfocito T con el complejo mayor de histocompatibilidad (TCR-MHC). Se sabe
que cada célula T madura expresa un TCR af unico que ha sido seleccionado por su
habilidad para unirse a péptidos presentados por una molécula MHC. Es asi que esta
interaccion permite el reconocimiento de péptidos extrafios por células T, siendo de esta
manera esencial para la defensa inmunolégica (Sundberg et al., 2007). Sin embargo en
ausencia de la segunda sefial, el contacto entre el receptor de células T (TCR) y el complejo
MHC-antigeno resultara en disfuncibn o anergia de células T, creando tolerancia

inmunoldgica antigeno-especifica (Seliger y Quandt, 2012).

La segunda sefial se refiere a la interaccién de moléculas coestimulatoras (CD80/CD86) y/o
coinhibitorias (CD273/CD274) con proteinas de membrana en la superficie del linfocito T
(CD28, CTLA4 y PD-1). De acuerdo al esquema de activacion de linfocitos T por células
dendriticas, las sefiales coestimulatorias actlian como regulador para la activacién inicial de
células T y proveen sefiales extras en los linfocitos que promueven la divisién celular,
aumento de la supervivencia celular o induccion de funciones efectoras como secrecién de
citocinas o citotoxicidad (Peggs y Allison, 2005). Sin embargo cuando es mayor la expresion
de moléculas coinhibitorias el efecto es la induccion de tolerancia inmunolégica (Dudek et
al., 2013).

Es comin se considere una tercera sefial que involucra factores solubles como IL-12
(Valenzuela et al.,, 2002). Se ha mostrado que en presencia de las sefiales 1 y 2 pero

ausencia de IL-12, la respuesta resultante es tolerancia periférica en el compartimento de
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células T CD8+ (Thomas, 2004). Sumado a esto, se ha observado que las células
dendriticas modulan la funcién de los linfocitos T por otras sefiales inmunomoduladoras

como los exosomas (Dudek et al., 2013).

3.6.2 Presentacion cruzada

La presentacién cruzada se refiere a la capacidad de las células dendriticas de cargar
antigenos de la via endocitica en las moléculas MHC | para presentacion de antigenos
(Vyas et al.,, 2008). El resultado de este proceso es determinado por la naturaleza del
antigeno, la forma de captacioén de antigenos y la subpoblacion de células dendriticas que
realiza la presentacion (Platzer et al., 2014). Sin embargo se han propuesto dos vias
principales dependiendo de donde ocurre el procesamiento de antigenos. En la via
citosdlica, los antigenos son transferidos del lumen de los compartimentos endociticos al
citosol donde son degradados por el proteasoma, siguiendo la via de procesamiento de
antigenos de MHC [; en la via vacuolar, los antigenos internalizados son degradados dentro
de los compartimentos endociticos por proteasas lisosomales y cargada directamente en las

moléculas MHC | en los endosomas o fagosomas (Segura y Amigorena, 2015).

3.6.3. Cross-dressing (Transferencia de membrana)

Es la transferencia de membrana con proteinas (en las que se incluye el MHC) desde la
superficie de una célula a otra. Se han observado diferentes mecanismos de transferencia,
el primero se denomina trogocitosis y se logra de manera rapida por el contacto célula-
célula; el segundo mecanismo es la transferencia mediada por exosomas, la cual no
requiere contacto celular y ocurre durante intervalos de tiempo prolongados. Otro
mecanismo observado de manera mas reciente se caracteriza por la formacion de
nanotubos que median la transferencia de moléculas MHC. Esta transferencia de membrana
se ha observado entre varias células como APCs-células T, APCS-APCs, células tumorales-
APCs, células epiteliales-APCs, entre otras. En el caso de las células dendriticas se ha
demostrado que el péptido en el MHC transferido de esta manera puede ser presentado en

la célula receptora (Campana et al., 2015).
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3.7. Inmunoterapia antitumoral con células dendriticas

Se ha propuesto que de manera general, todas las terapias anti-cancer deberian eliminar las
células cancerigenas de manera que ayude a activar a las células dendriticas y de esta
manera inducir respuestas especificas inmuno-adaptativas con actividad anticancerigena
(Butterfield, 2013).

En este aspecto la inmunoterapia celular contra cancer busca provocar especificamente
este tipo de respuestas, ya que pretende inducir el reconocimiento de antigenos asociados a
tumores por linfocitos. El primer paso para lograr esta respuesta es proveer a las células
presentadoras de antigenos de estos antigenos, lo cual puede ser conseguido in vivo,
induciendo la captacién de antigenos especificos de tumores, 0 ex vivo realizando cultivos
de APCs derivadas de pacientes con un antigeno especifico de tumores y un adjuvante para
inducir su maduracion, y posteriormente inyectar esas células de vuelta a los pacientes
(Singh y Overwijk, 2015; Palucka y Banchereau, 2012). En particular, las células dendriticas
han mostrado propiedades esenciales para su uso como potentes agentes
inmunoterapéuticos como migracion, “homing”, captacion, procesamiento y presentacion de
antigenos, y coestimulacién de linfocitos T (Boon y van der Bruggen, 1996). Un ejemplo de
esto es la activacion in situ (en el tumor) de las células dendriticas, ya que se sabe que en
ambientes tumorales se mantiene el estado inmaduro de las células dendriticas, de hecho
se ha considerado que la densidad de células dendriticas maduras en tumores se
correlaciona inversamente con el estadio patologico y prognosis (Palucka y Banchereau,
2012; Dudek et al., 2013).

Aungue los ensayos clinicos han establecido que en comparacion con otros tratamientos
como quimioterapia o radiacion, la inmunoterapia basada en células dendriticas es segura,
viable y capaz de desencadenar respuestas inmunes antigeno especificas de células T
efectoras y de memoria (Butterfield, 2013), las vacunas ideales deben ser ademas estables
y molecularmente definidas, lo cual no se logra con el uso de células, por lo que actualmente
se busca crear nuevas estrategias que otorguen estas caracteristicas. Una de las
estrategias mas prometedoras es el uso de exosomas derivados de células dendriticas

(Chaput et al., 2004), lo cual se explicara en los capitulos siguientes.
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3.8. Exosomas.

3.8.1. Definicion y caracteristicas

La mayoria de las células liberan proteinas, mediadores y vesiculas membranales en el
ambiente extracelular (Thery, et al., 2001). La transferencia de material celular a través de
vesiculas es un importante mecanismo de proteccion contra estrés intra- y extracelular y de
comunicacion en los organismos multicelulares (Nieuwland y Sturk, 2010), ademas este
material permite la modulacion de la fisiologia de las células receptoras a un nivel més alla
gue las vias de sefalizacibn mas clasicas (factores de crecimiento o citocinas) y puede

ocurrir a grandes distancias afectando a células de diferentes tipos (Pitt et al., 2014).

Existen diversos tipos de vesiculas extracelulares que se diferencian en tamafio, morfologia,
densidad de flotacion y composicién proteica. Se han estudiado principalmente tres tipos:
vesiculas apoptoticas, microvesiculas (también denominadas ectosomas) (100-1000 nm) y

exosomas (<100 nm) (Thery, et al., 2001; Raposo y Stoorvogel, 2013).

En particular, los exosomas son generados por la invaginacion de la membrana limitante de
los endosomas tardios, lo cual es una caracteristica de estas vesiculas. Aunque la
composicion de cada subtipo de exosomas es desconocida se sabe que como consecuencia
de la seleccion de lipidos y proteinas en su biogénesis, los exosomas presentan un conjunto
especifico de moléculas (Colombo et al., 2014) entre las que se encuentran algunas
chaperonas (Hsc70 y Hsc 90); subunidades de proteinas G triméricas; proteinas del
citoesqueleto (actina y tubulina); proteinas ESCRT (Tsg 101, Alix); clatrina, proteinas
involucradas en el transporte y fusiobn (Rab7, Rab2, Anexinas), proteinas de adhesién
(integrinas, CAM, tetraspaninas como CD63, CD81 y CD9) enzimas y factores de
elongacion. Algunos de estos componentes son utilizados como marcadores para distinguir
a los exosomas de otras vesiculas (Alix, CD81, CD9, CD63) (Niel et al., 2006).

Ademéas de su composicién, los exosomas comparten otras caracteristicas como forma
redonda, densidad de flotacién (1.5 — 1.9 g/ml) y liberacién al medio por fusién entre la
membrana plasmatica y la membrana de los cuerpos multivesiculares que los contienen
(Robbins y Morelli, 2014).
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3.8.2. Biogénesis

Una de las caracteristicas de los exosomas es el proceso a través del cual se forman, este
proceso esta conformado por tres pasos principales: la invaginacion de la membrana
plasmatica para la formacion de vesiculas endociticas o endosomas; la invaginacién reversa
de la membrana endosomal que resulta en la formacion de cuerpos multivesiculares (MVB);
y la fusiébn de los MVB con la membrana plasmatica para la liberacion del contenido
vesicular (exosomas) (Qin y Xu, 2014).

Los cuerpos multivesiculares son parte de un sistema endosomal pleomorfico que consiste
en vesiculas endociticas primarias, endosomas tempranos, endosomas tardios y lisosomas
(Fig.5) (Stahl y Barbieri, 2002), de manera que, con el fin de tener un mejor entendimiento
sobre el proceso, en este capitulo se explicard con mayor detalle el tracto endocitico,

integrando la informacion sobre la biogénesis de los exosomas (Fig.6).

Fig. 5. Vesiculas formadas durante la via endocitica. A. Endosoma temprano B. Endosoma
con algunas ILVs formadas C. Endosoma tardio con varias ILVs. D. Endolisosoma. E.
lisosoma. Barra A: 500nm. Barra B a E: 100nm. Houtari y Helenius, 2011.
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3.8.2.1. Endosomas tempranos

La endocitosis es el primer paso para la formacion de los exosomas y es un proceso celular
de internalizacion que se realiza por medio de la invaginacion y posterior escision de la
membrana plasmatica, derivando en la formacion de vesiculas. En células de metazoarios,
la carga endocitica se conforma de un repertorio de nutrientes, acarreadores, complejos
receptor-ligando, fluidos, solutos, lipidos, proteinas de membrana, componentes de la matriz

extracelular, residuos celulares, bacterias y virus entre otros (Houtari y Helenius, 2011).

Los endosomas tempranos son el principal sitio de entrada del material endocitado y se
forman principalmente por la fusiébn de vesiculas primarias originadas por endocitosis
dependiente de clatrina, endocitosis dependiente de caveolas, de GEEC o de ARF6. Tienen
un pH ligeramente &cido (6.8-5.9), contienen relativamente bajas concentraciones de Ca*'y
son heterogéneos en términos de morfologia (tubulares y vacuolares), localizacién,
composicion (dominios enriquecidos en Rab5, Rab4, Rabll, Arf/COPI, retromera o

caveolas) y funcién. (Denzer et al., 2000; Houtari y Helenius, 2011).

Su funcién mas conocida es ser una estacion de clasificacion, sin embargo, la presencia de
placas con clatrina y componentes del complejo ESCRT permite que también comience en
ellos el segundo paso de la formacibn de exosomas: la formacion de vesiculas

intraluminales.

Mientras atraviesa sus etapas de maduracidon (donde tiene gran participacién la proteina
Rab5), el endosoma temprano mantiene un proceso de comunicacion con la red trans-Golgi
(con ayuda de Rab7 y Rab9) a través del intercambio de vesiculas, en el cual reciben
moléculas como hidrolasas lisosomales, derivando en un endosoma tardio (Houtari y
Helenius, 2011).

3.8.2.2 Endosomas tardios y lisosomas.

Los endosomas tardios son tipicamente redondos, tienen un diametro de 250-1000 nm y un
pH es de 6-4.9. En su membrana limitante contienen proteinas lisosomales como LAMP1 e
hidrolasas, agregados de proteinas como ATPasas-V, clatrina, complejos ESCRT y balsas
lipidicas ricas en colesterol y esfingolipidos. Los endosomas tardios que se forman en el
citoplasma periférico se mueven al area perinuclear donde se fusionan con otros

endosomas, lisosomas y/o endolisosomas que constituyen el principal sitio de degradacion
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de proteinas y lipidos (Houtari y Helenius, 2011). Una de las principales diferencias entre los
endosomas tardios y los lisosomas es su estructura (Fig.5) y los cuerpos multivesiculares

pertenecen a la categoria de endo/lisosoma (Denzer et al., 2000).

En el lumen de los endosomas tardios, se forman numerosas vesiculas intraluminales con
diametros de 50-100 nm (Houtari y Helenius, 2011). La generacion estas vesiculas requiere
trasladar hacia la membrana limitante del endosoma las moléculas que se integraran a la
vesicula. Posteriormente se forma la vesicula por invaginacion interna de la membrana del
endosoma, adquiriendo asi, una pequefia porcidon del citoplasma y finalmente se libera al
interior del endosoma, (Colombo et al., 2013).

Se han propuesto varios mecanismos que modulan las invaginaciones intraluminales.
Destaca la maquinaria del complejo endosomal de clasificacion requerido para transporte
(ESCRT), en este mecanismo actlan secuencialmente los complejos ESCRT-0, I, -l y —IlI
gue clasifican proteinas membranales ubiquitinadas en dominios especificos de membrana,
induciendo la invaginacién y separacion de las vesiculas intraluminales (Fig.7) (Roucourt et
al., 2015).

Dentro del complejo ESCRT-0 se encuentra la proteina HRS que reconoce y secuestra
proteinas mono-ubiquitinadas en la membrana endosomal y las asocia en un complejo con
las proteinas STAM, Eps15 y clatrina. Los complejos ESCRT-I y Il, son responsables de la
formacién de brotes con carga retenida y participan en la carga de moléculas a la vesicula.
Por altimo, los componentes del complejo ESCRT-III envian a la vesicula a su separacién y
la maquinaria ESCRT se disocia y recicla a través de la interaccién con la ATPasa-AAA
Vps4 (Colombo et al., 2013).

La ceramida y otros lipidos también se han propuesto como mediadores de la biogénesis de
exosomas, ya que dirigen la separacién de la carga hacia regiones especializadas de
membrana endosomal que tengan capacidad para curvarse hacia el interior. Para esto se
requiere que la esfingomielinasa tipo Il hidrolice la esfingomielina a ceramida (Trajkovic et
al., 2008; Roncourt et al., 2015) También las membranas ricas en acido lisobifosfatidico
regulan el transporte intracelular de colesterol, actuando presumiblemente como colector y
distribuidor (Denzer et al.,2000, Stahl y Barbieri, 2002).
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Fig. 7. Mecanismos involucrados en la formacion de exosomas. Se observa el mecanismo
de formacion de las vesiculas intraluminales por medio de los complejos ESCRT -0, -I, -ll y —
M.

Es importante mencionar que ya que los exosomas son considerados vesiculas
intraluminales, muchas veces, incluyendo en este trabajo, se da por hecho gque estos son
mecanismos de su biogénesis. Sin embargo se ha reportado la coexistencia de diferentes
tipos de cuerpos multivesiculares (MVB), por lo que no se sabe si los endosomas secretores

de exosomas son entidades especificas (Xiu et al., 2011; Colombo et al., 2013).

La posibilidad de que estos procesos involucren diferentes categorias de MVB no ha sido
excluida y se piensa que su destino final puede estar determinado por la interaccion con
proteinas SNARE, tetraspaninas y receptores como manosa-6-fosfato, las cuales pueden
escapar de la degradacion después de la fusion con lisosomas (Houtari y Helenius, 2011. En
especial las tetraspaninas son conocidas por formar largos complejos proteicos y asi facilitar

la incorporacion de otras proteinas en las vesiculas (Denzer et al., 2000).
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Por ultimo, se ha observado que los cuerpos multivesiculares siguen al menos dos
diferentes vias: la fusion con lisosomas que resulta en la degradacion de su contenido; y la
fusién con la membrana plasmatica, que resulta en el tercer paso de la biogénesis de los
exosomas: la exocitosis de las vesiculas internas o exosomas al espacio extracelular
(Denzer et al., 2000).

Fig. 6. Biogénesis de los exosomas. Se observa el proceso de formaciéon de exosomas, la
via endocitica de degradacién, la via secretora y las interacciones que existen entre estas
vias

3.8.3 Funcioén de los exosomas

Originalmente, la funcién atribuida de los exosomas fue la eliminacion de proteinas
obsoletas, sin embargo, en las Ultimas décadas se han propuesto, junto con otras vesiculas
extracelulares como microvesiculas y cuerpos apoptéticos, como otro mecanismo de
comunicacion intercelular, que se suma al contacto célula-célula y la transferencia de

moléculas secretadas (Reiners et al., 2014; Raposo y Stoorvogel, 2013).
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Los exosomas estan cargados con proteinas especificas de membrana y citoplasma y con
acidos nucleicos que varian dependiendo de la célula de origen y estado homeostatico, de
manera que al ser transferidos o interactuar con células receptoras, resulta en funciones

distintas de los exosomas. (Reiners et al., 2014; Mittelbrunn et al., 2011).

La captacidn de vesiculas extracelulares y transferencia de su carga a células receptoras
juega un papel importante en la comunicacion intercelular (Roucourt et al., 2015), de tal
manera que con el fin de lograr una eficiente transferencia de informacion, los exosomas
contienen en su superficie proteinas y moléculas de reconocimiento celular, que facilitan la
seleccion de su blanco, adhesion y captaciéon por las células receptoras (Mittelbrunn et al.,
2011).

Por ejemplo, se ha reportado que aunque pueden estimular linfocitos T citotoxicos por medio
de la molécula MHC I, esta estimulacion es menos eficiente que la ejercida por las células
(Denzer et al., 2000).

3.8.4 Exosomas de células presentadoras de antigenos.

Los exaosomas representan una forma de comunicacion intercelular a corta y larga distancia,
de manera que son capaces de inducir respuestas inmunolégicas y cambios en los
diferentes microambientes (Raposo et al., 1996). Los exosomas derivados de células del
sistema inmune tienen, en especial, este tipo de comportamiento, razén por la cual son

objeto de diversas investigaciones.

Por ejemplo, se ha observado que los exosomas derivados de células presentadoras de
antigenos (APC) como los linfocitos B, contienen abundante cantidad de moléculas MHC 1l y

son capaces de estimular a linfocitos CD4+ in vitro (Raposo et al., 1996 ).

Ademas se ha sugerido que estas vesiculas pueden representar entidades estables de
presentacién de antigenos, ya que son capaces de diseminar péptidos antigénicos a través
de fluidos biol6gicos y establecer comunicacion entre células inmunes. Ademas muestran
propiedades inmunomoduladoras, principalmente después de su adsorciébn con células
dendriticas, por la expresion de MHC |, MHC Il, moléculas coestimulatorias y tetraspaninas,
lo cual ha llevado a iniciar investigaciones para su uso como herramientas

inmunoterapéuticas (Gauvreau et al., 2009)
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3.8.5 Mecanismos de accion de los exosomas derivados de células dendriticas

Una gran cantidad de moléculas con funcion inmune en células dendriticas, son expresadas
en la parte externa de la superficie de los exosomas que estas células secretan y son

funcionales (Munich et al., 2012).

Los exosomas de células dendriticas pueden interactuar con diversos tipos celulares; en
algunos casos ejercen funciones directamente sobre la célula receptora. Un claro ejemplo es
la induccién de apoptosis en las células tumorales por la presencia de las proteinas TNF,
FasL y TRAIL de los exosomas (Munich et al., 2012). Asimismo, por medio de las proteinas
TNF, NKG2D e IL-15Ra expresadas en los exosomas, son capaces de activar directamente
a células NK en ratones y en pacientes con cancer . Ademas, pueden contener complejos
MHC-péptidos antigénicos e inducir directamente actividad antigeno-especifica en células T
CD8"y CD4" (Zitvogel et al., 1998; Thery et al., 2002).

Por otro lado, los exosomas pueden activar células T de manera indirecta al ser captados
por otras células dendriticas inmaduras, las cuales se activan al recibir informacion de los
exosomas. Esta captacion solo se da eficientemente por células dendriticas (Pant et al.,
2011) a través de un proceso fagocitico dependiente de dinamina2, fosfatidil inositol-3-
cinasa (PI3K) en la célula y proteinas como integrinas, anexinas, galectina e ICAM1 en la
superficie de exosomas. Una vez internalizados, los exosomas pueden encontrar tanto en

los fagolisosomas como en los compartimentos endosomales (Munich et al., 2012).

Una vez que la membrana transferida, las células dendriticas adquieren complejos MHC-
péptido intactos y completamente funcionales que permiten a las células dendriticas

presentar el péptido adquirido (Dolan et al., 2006).

Es sabido que las células T pueden adquirir moléculas MHC de la superficie de las APCs a
través de exosomas. Sin embargo, a diferencia de la trogocitosis donde se transfiere un
fragmento de la membrana durante la sinapsis inmunolégica, este proceso no requiere
contacto célula-célula y puede ocurrir durante intervalos de tiempo prolongados
(Kourembanas, 2015).

29



3.8.6. Inmunoterapia antitumoral con exosomas

El hecho de que los exosomas concentraran moléculas involucradas en las diferentes
funciones celulares, indic6 la posibilidad de que los exosomas de células dendriticas
pudieran liberar exosomas inmunogénicos y que las células tumorales liberaran exosomas
enriguecidos en antigenos tumorales (André et al., 2002).

Hasta el momento se ha observado que los exosomas derivados de tumores contienen
antigenos y ya han sido utilizados como una fuente de estimulo especifico para la respuesta
inmune contra tumores. Por otro lado se ha comprobado que ademas del contacto directo
con otras células y la secrecion de citocinas, los exosomas también tienen un papel
importante en la funcion de las células dendriticas. Esto ha generado el interés en el uso de

los exosomas como agentes inmunoterapéuticos (Romagnoli et al., 2014)

Muestra de esto es lo reportado por Zitvogel y col., quienes en 1998 utilizaron exosomas
derivados de células dendriticas como terapia antitumoral en murinos y observaron la
capacidad de estas vesiculas de suprimir el crecimiento de tumores de manera dependiente
de linfocitos T y ademas reporta que estos exosomas expresan moléculas MHC | y I
funcionales y moléculas coestimulatorias. Por otro lado se ha observado que los exosomas
expresan varias proteinas de adhesion, probablemente involucradas con su blanco
especifico. (Clayton et al., 2001; Amigorena, 2000). De manera que es importante conocer
las proteinas y el nivel de las proteinas expresadas por los exosomas con el fin de aportar
evidencia que ayude a determinar si su uso es adecuado en la inmunoterapia antitumoral,

en este caso contra melanoma.
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4. JUSTIFICACION

Las células dendriticas han sido ampliamente usadas como inmunoterapia adoptiva en
diversas patologias como por ejemplo el cancer. Sin embargo en multiples ocasiones el
desarrollo de las respuestas inmunoldgicas no es el adecuado y no provocan la remisién de

las patologias tratadas.

Un tratamiento alternativo al uso de células dendriticas es el uso de los exosomas que estas
secretan. Se ha observado que estos exosomas estan sumamente involucrados en el
desarrollo de las respuestas inmunoldgicas, aunque actualmente se desconoce el fenotipo
de los exosomas derivados de las células dendriticas tratadas con diferentes estimulos y los
efectos que podrian tener en el sistema inmune. Esto impide predecir la respuesta
inmunolégica e incrementa los riesgos porque la aplicacion de exosomas con el fenotipo

incorrecto en inmunoterapia puede agravar la afeccién que se pretende tratar.

Por esta razén es importante conocer los diferentes fenotipos que pueden exhibir los
exosomas derivados de células dendriticas y de esta manera utilizar la mejor opcion de
tratamiento e incrementar su efectividad. Ademas, conocer la relacion entre el fenotipo de
los exosomas Y el fenotipo de las células dendriticas secretoras, puede contribuir a explicar
el papel de los exosomas en el sistema inmune y puede permitir su mejora para su uso en

inmunoterapia.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el inmunofenotipo de exosomas liberados por células dendriticas derivadas de

médula 6sea cargadas con el antigeno MAGE-AX y tratadas con diferentes estimulos.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Diferenciar células dendriticas a partir de células de médula 6sea precursoras
Tratar las células dendriticas con el antigeno MAGE-AX

3. Tratar células dendriticas inmaduras y tratarlas con diferentes estimulos: LPS, TNF-a
e IFN-y).

4. Determinar el inmunofenotipo de las células dendriticas generadas después de los
tratamientos.

5. Aislar y purificar exosomas derivados de las células dendriticas tratadas con
diferentes estimulos.

6. Determinar el inmunofenotipo de los exosomas derivados de las células dendriticas.
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7. ANTECEDENTES

Lamparski et al., en 2002, evaluaron la expresion de proteinas de relevancia inmunoldgica
de exosomas derivados de células dendriticas diferenciadas a partir de monocitos CD14+,
encontrando elevada expresion de MHCI y Il, moderada expresion de CD81, CD63, CD9 y
CD82, presencia de moléculas CD86, CD11b, CD11lc, CD58 y CD53. Ademas de débil
expresion de CD83, CD80 y CD40. Por otro lado en 2001, Clayton y colaboradores
evaluaron las proteinas de relevancia inmunoldgica de células dendriticas CD14- CDla+,
observando pobre expresion en CD80 pero facil deteccion de CD86, CD40 e ICAM-1.
También se observo expresion elevada de CD59 y presencia clara de CD63. Ademas

reportan que las proteinas CD20, CD71 y CD14 fueron evaluadas pero no detectadas.

Zitvogel et al., en 1998, caracteriz6 exosomas derivados de células dendriticas diferenciadas
a partir de médula 6sea de raton. Encontré que los exosomas derivados de células
dendriticas inmaduras expresaban bajos niveles de CD80, CD86. CD40, MHC |y MHC II. En
cambio los exosomas derivados de células dendriticas maduras, cargadas con péptidos
tumorales y estimuladas con LPS mostraron elevada expresiéon de CD80, CD86, CD40,
MHC |y MHC .

Thery et al., en 2002 observé que los exosomas derivados de la linea celular D1 (células
dendriticas de bazo) expresaban elevados niveles de MHC |, MHC Il y CD86. Finalmente
Clayton et al., reporta que los exosomas de células dendriticas diferenciadas de monocitos
humanos con GM-CSF e IL-4 expresan niveles altos de CD86 y CD40, moderados niveles
de CD63 y pobre de CD80. Por el contrario en exosomas derivados de células dendriticas
diferenciadas de monocitos humanos con GM-CSF, IL-4 y TNF-a no detecté CD80, CD86,
CD40, MHC |y MHC Il
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8. HIPOTESIS

Las células dendriticas derivadas de médula 6sea tratadas con el antigeno MAGE-AX y 1ug
TNF-a; 10,000 U de IFN-y o 1pg de LPS, producen exosomas que expresan elevados
niveles de CD80 y CD86; Mientras que las células dendriticas inmaduras o tratadas con el
antigeno MAGE-AX y 500 U INF-y, producirdn exosomas que expresan elevados niveles de
CD273 y CD274.
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9. METODOLOGIA
9.1 Material biol6gico

Se utilizaron ratones C57BL/6, de 6 a 8 semanas de edad, obtenidos en criados y
mantenidos en el bioterio del Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Faculta de
Medicina, UNAM, con un fotoperiodo luz-oscuridad de 12 horas a una temperatura de 18° a
24° C. Su dieta consistio en alimento convencional para raton Rodent Lab Chow 5001 de

Purina y agua potable ad libitum.
9.2. Estrategia experimental

Se realiz6 un cultivo primario de células hematopoyéticas pluripotenciales de médula ésea
obtenidas de los fémures y tibias de ratones C57BL/6. Las células fueron estimuladas con el
factor de crecimiento GM-CSF para inducir su diferenciacién a células dendriticas CD11c+
MHCII+, las cuales fueron cargadas con el antigeno MAGE-AX al tiempo que se trataron con
1ug de TNF-a, 500 U de IFN-y y 10, 000 U de IFN-y (por millon de células). Como control
negativo de activacion se utilizaron células dendriticas diferenciadas 4 y 7 dias y sin

tratamiento; como control positivo de activacién se utilizd 1ug de LPS por milléon de células
(Fig.8).

Después de cada tratamiento se reemplazé el sobrenadante por medio sin suero fetal
bovino (SFB) durante 24h. El sobrenadante resultante fue colectado y su contenido fue
concentrado con tubos concentradores de proteinas (en el contenido concentrado se
encontraban los exosomas) hasta alcanzar un volumen de 200ul por cada tratamiento. La

muestra obtenida fue incubada con perlas magnéticas a-CD11c para capturar los exosomas.

Tanto las perlas magnéticas cubiertas con exosomas como las células dendriticas fueron
incubadas con anticuerpos anti CD80 FITC, CD86 PE, CD40 FITC, CD273 PE, CD274 PE y
MHC | FITC, MHC 1l FITC y se determind la expresién de dichas proteinas con un citbmetro
de flujo FACSclibur.
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Fig. 8. Estrategia experimental. Se muestra el esquema general de la organizacion de
grupos evaluados tanto de células dendriticas como de exosomas, asi como los métodos
utilizados para la evaluacion de su inmunofenaotipo.
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9.3. Cultivo de células productoras de GM-CSF

Células de mieloma de la linea X-63 transfectadas con el plasmido pCDNAS3 que contiene el
gen recombinante para producir el factor de crecimiento GM-CSF, fueron donadas por la
Dra. Laila Gutiérrez Kobeh de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Medicina en el
Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga (Fig. 9). Para obtener sobrenadante rico en

GM-CSF se realizaron los siguientes pasos.

Fig 9. Células productoras de GM-CSF. Microfotografia del cultivo in vitro de las células X-63
de mieloma transfectadas con el gen gue codifica para producir la proteina GM-CSF en el
sobrenadante. Vista a 200 aumentos.

Seleccién: Se sembraron 1x10° células en botellas de cultivo de 25 cm? con medio Ham’s
F12 (Biowest, P0134-N10L) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biowest, S1650-
500) y 1% de cocktail de antibiéticos/micoéticos (Biowest L0010-100) + 1 yg/ml de geneticina
(Gibco, 11811-031). Al alcanzar 90% de confluencia se retir6 el medio y se incubaron las
células a 37°C con 5% de CO, y 95% de humedad con 3 ml de tripsina por caja durante 5

minutos.

Las células desprendidas fueron desechadas y las células adheridas se cultivaron
nuevamente con medio F12 suplementado + 1 pg/ml de geneticina hasta alcanzar 90% de

confluencia. Este procedimiento se repitié 3 veces.

Expansion: Para su crecimiento, se colocaron 5x10° células previamente

seleccionadas, en botellas de cultivo de 75 cm? con medio F12 suplementado y se
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mantuvieron en una incubadora a 37°C con 5% de CO, y 95% de humedad hasta alcanzar

el 95% de confluencia.

Obtencion del factor de diferenciacion GM-CSF: Después de alcanzar el 95% de
confluencia, los cultivos de células de mieloma seleccionadas se mantuvieron con medio
F12 sin suero fetal bovino durante 48h. Posteriormente se recolectd el sobrenadante, se
filtr6 con malla de 0.2 ym, se alicuoté y se conservo a -20 °C. No se utiliz6 snGM-CSF

almacenado por mas de dos meses para obtener una buena diferenciacién.
9.4. Cultivo primario de células de médula 6sea y diferenciacion a células dendriticas

Para la obtenciébn de células de médula 6sea se sacrificaron ratones C57BL/6 por
dislocacién cervical. Se removieron sus extremidades inferiores y se retir6 el tejido muscular
adherido al fémur y tibia. Los huesos integros y limpios fueron colocados en soluciéon

balanceada de Hank’s estéril.

En condiciones de esterilidad los huesos fueron lavados vigorosamente cuatro veces con
etanol al 70%, dos veces con PBS estéril a 7.4 de pH y colocados en cajas Petri de 10 cm
de diametro con medio RPMI (Biowest, PO860-N10L) suplementado (RPMI con 10% de

suero fetal bovino y 1% de coctel de antibioticos/antimicoticos).

Para obtener las células de médula 6sea se cortaron las epifisis de los huesos, los cuales

fueron perfundidos con una jeringa de 1mL con medio RPMI suplementado.

Las células obtenidas se lavaron 3 veces con PBS a 4 °C y se resuspendieron en 1mL de
medio RPMI 1640 (Biowest, P0860-N10L) suplementado con 10% de SFB. Se determiné el
numero de células con una camara de Neubauer y contrastando las células con azul tripano
(1:50 en PBS) (MERCK, 11732). Finalmente se sembraron 3x10’ células en cada botella de
cultivo de 75 cm? con 10 ml de 80% de medio RPMI suplementado + 20% de sobrenadante
rico en GM-CSF (snGM-CSF) por cada 1x10’ células y se mantuvieron en una incubadora a
37°C con 5% de CO, y 95% de humedad relativa.

El dia 3 de diferenciacion, se afadieron al cultivo 10 ml de 80% de medio RPMI
suplementado + 20% de snGM-CSF por cada 1x10’ células. El dia 4 de diferenciacion se
recolectaron las células para evaluar su fenotipo y el tratamiento correspondiente. A las
células que fueron evaluadas o tratadas el dia 7 de se les afiadieron 2ml de snGM-CSF por

cada 1x10’ células el dia 6 de diferenciacion y fueron colectadas 24h después.
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9.5. Tratamiento de células dendriticas

Después de la diferenciacion se separaron y resembraron las células semiadherentes y en
suspension (presumiblemente las células dendriticas) y se traspasaron a placas de 6 pozos,
donde fueron sembradas 5x10° células por pozo con 1 ml de medio RPMI suplementado por
cada 1x10° células. Estos cultivos se incubaron durante 24h en presencia del peptido
MAGE-AX (LGITYDGM) (sintetizado por Research Genetics, Invitrogen, Leiden, Holanda,
con 90% de pureza) y 1ug de TNF-a por cada 1x10° de células; 1ug de LPS por cada 1x10°
células; 500U de IFN-y de murino por cada 1x10° células (PeproTech, Inc, 315-05-100UG)
de acuerdo al protocolo utilizado por Rojas y Krishnan (Rojas y Krishnan, 2010); y 10, 000U
de IFN-y de murino por cada 1x10° células para obtener diferentes fenotipos de células
dendriticas. En todos los tratamientos, las células dendriticas estuvieron en presencia del
antigeno MAGE-AX, sin embargo, para nombrar el grupo nos referiremos solo a la citocina
con las que fueron tratadas y su concentracion. También se resembraron para la recolecciéon
de exosomas, las células dendriticas diferenciadas al dia 4 y dia 7 sin tratamientos. Las

células del dia 4 fueron tomadas como el control.
9.6. Obtencion de exosomas

Los cultivos de células dendriticas con los diferentes tratamientos, se incubaron por 24h con
medio sin SFB; posteriormente el sobrenadante fue recolectado y filtrado con malla de
0.2um para eliminar las microvesiculas y se filtr6 el sobrenadante con tubos concentradores
de proteinas (Amicon Ultra- 10,000 MWCO, UFC801024). Finalmente el sobrenadante
concentrado, el cual contenia los exosomas fue incubado durante 72h con 15ul microperlas

magnéticas a-CD11c (MACS® Miltenyi Biotec, N418) para su aislamiento.
9.7. Marcaje con anticuerpos

Las células dendriticas y los exosomas acoplados a perlas fueron marcados con los
anticuerpos a-mouse: a-I-A/I-E FITC que reconocen MHCII de ratén, a-CD273 PE
(BioLegend, 107206), a-CD274 PE (BioLegend, 558091), a-CD80 Biotin (BioLegend,
553767), a-CD86 PE (BioLegend, 553692), a-CD40 Biotina (BioLegend, 553789), a-CD63
purificado (BioLegend, 143901) y a-CD1lc APC (BioLegend, 117310) en dilucién 1:500.
Ademas se utilizaron 1gG a-rat y estreptavidina PE (BioLegend, 554061) o estreptavidina
FITC (BioLegend, 554060)
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Las células y las microperlas fueron incubadas con los anticuerpos durante 15 minutos en
oscuridad y se lavaron dos veces con PBS de tincion (con albumina al 0.1% + azida de
sodio al 0.02% (J.T. Baker, VO15-05). Las muestras marcadas con el anticuerpo a-CD63
purificado fueron incubadas con IgG a-rat por 15 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente y lavado tres veces con PBS de tincion. Los anticuerpos con biotina y el a-CD63
purificado acoplado a IgG a-rat fueron ademas incubados con estreptavidina PE o
estreptavidina FITC durante 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y lavados dos
veces con PBS de tincion. Finalmente las células fueron fijadas con PBS con
paraformaldehido al 0.5%.

9.8. Deteccidn de células dendriticas y exosomas

Con el fin de determinar el porcentaje de células de médula 6sea diferenciadas a células
dendriticas, todas las células fueron marcadas contra la proteina CD11c, el cual es un
marcador de células dendriticas y contra la proteina MHC I, la cual es indispensable para la
presentacion de antigenos. El conjunto de células CD11lc+, MHCII+ fue considerado la

poblacion de células dendriticas.

Por otro lado se determiné el nUmero de microperlas marcadas con la proteina CD63,
marcador de exosomas para determinar las microperlas acopladas a exosomas. El conjunto

de microperlas CD63+ fue considerado la poblacién de exosomas.

Para observar el porcentaje de células positivas a estos anticuerpos se utilizé un citbmetro

de flujo FACScalibur y se analizaron los resultados en el programa FlowJo 8.7.
9.9. Determinacion del fenotipo de células dendriticas y exosomas

Se analizé el porcentaje de exosomas y células dendriticas positivas a MHC |, MHC I,
CD80, CD86, CD40, CD273 y CD274 con un citémetro de flujo FACScalibur y se analizaron

los resultados en el programa FlowJo 8.7.

9.10. Analisis estadistico

Se realiz6 ANOVA de una via para conocer si existen diferencias significativas entre
tratamientos y prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls para determinar entre
cuales grupos hubo diferencias significativas. También se realizd prueba de t pareada para
determinar si habia diferencias estadisticas entre las células dendriticas y exosomas del

mismo grupo.
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10. RESULTADOS
10.1. Diferenciacién de células dendriticas

Las células del cultivo de médula ésea en presencia de GM-CSF presentaron cambios en su
morfologia a través del tiempo. Estos cambios consistieron principalmente en la formacién
de proyecciones en la superficie celular, las cuales son caracteristicas de las células
dendriticas (Fig. 10., recuadro C) Estas proyecciones se aprecian bien formadas en el dia 4
de diferenciacion, pero se observa su presencia desde el dia 1 de diferenciacién (Fig.10.,

recuadros Ay B, flechas amarillas).

A partir del cultivo proveniente de la diferenciacion con el factor GM-CSF, las células
dendriticas se seleccionaron en el citbmetro a través de la presencia de la proteina CD11c y
de la expresion de MHC II, ya que es el fenotipo cominmente utilizado para identificar

células dendriticas diferenciadas con GM-CSF (Yamaguchi et al.,1997).

Fig 10. Diferenciacién de células dendriticas. A y B Microfotografias del cultivo de células
extraidas de médula 6sea de ratones en presencia de GM-CSF. Vista a 200 aumentos. A.
Cultivo al dia 1 de diferenciacién. Las flechas amarillas sefalan las proyecciones que se
comienzan a formar en las células desde el primer dia de diferenciacion; las flechas rojas
sefialan la presencia de eritrocitos en el cultivo. B. Cultivo al dia 4 de diferenciacion. Se
observa la presencia de proyecciones mas largas en las células C. Tincién con hematoxilina
de una célula con 4 dias de diferenciacion. Se observa el tamafio de la célula y sus
proyecciones.
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En todos los grupos se obtuvo un porcentaje de diferenciacidon mayor a 85%, considerando
como células dendriticas a las células positivas a CD11lc. El promedio de las células
positivas al marcador CD11c de todos los grupos, fue de 87.4% y el promedio de las células
doble positivas (CD11c y MHC II) fue de 75.8% (Fig.11., Ay B).

En el caso de la expresion de la proteina MHC Il, se observé que en todos los grupos se

presentaron porcentajes mayores a 60% de células que expresaban esta proteina (Fig 11. C

y D)

Fig. 11. Expresion de marcadores de células dendriticas. Se observa la presencia de los
marcadores de células dendriticas presentadoras de antigenos. A. Histograma con el
porcentaje de células positivas a CD11c (marcador de células dendriticas). B. Dot Plot que
muestra el porcentaje de células positivas a CD11c y MHC Il (molécula caracteristica de las
células presentadoras de antigenos) en un cultivo de células con 7 dias de diferenciacion. C
y D. Microfotografias de fluorescencia de células diferenciadas al dia 4 (C) y dia 7 (D)
marcadas con a-MHC Il acoplado a FITC
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Asi mismo, se observé que la expresion de MHC Il cambiaba respecto al tiempo de
diferenciacion en presencia de GM-CSF, de manera que en las células dendriticas al dia 4
de diferenciacion se observd un bajo nivel de expresion de esta proteina, caracteristica de
células dendriticas inmaduras. Asi mismo se observo que las células dendriticas expresaron
mayores niveles de expresion de MHC Il que es caracteristica de células dendriticas

maduras (Fig 12).

Fig. 12. Expresion de MHC Il (FL1-H) en diferentes dias de diferenciacion. Se observan la
Intensidad Media de Fluorescencia y el porcentaje de células marcadas con a-MHC Il
acoplado a FITC a los dias 4, 5, 6 y 7 dias de diferenciacion.
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10.2. Deteccion de exosomas

En cuanto a la deteccién de exosomas en el citbmetro de flujo, cada evento detectado por el
aparato correspondié a una microperla a-CD11lc cubierta de exosomas CDllc+. Para
seleccionar los eventos correspondientes a microperlas se compard la poblacion
correspondiente a perlas cubiertas con exosomas, con una poblacién de microperlas de
tamanos definidos (1 y 2 um). Para confirmar la presencia de exosomas en la superficie de
la microperla se determind la presencia de la tetraspanina CD63, .la cual es una proteina
caracteristica de los exosomas. Se observé que el 92% de las microperlas a-CD11c fueron
positivas a CD63 (Fig. 13).

Fig. 13. Deteccion de exosomas. A. Deteccion en el citometro de flujo de perlas de tamafios
definidos (1 y 2 ym), se aprecia la presencia de dos poblaciones bien definidas tanto en
tamafio como en granularidad. B. Deteccion en el citometro de flujo de las perlas a-CD11c
utilizadas para capturar y detectar exosomas. Se observa la regién elegida para ser
analizada. C. Histograma que muestra el porcentaje y la intensidad media de fluorescencia
de las perlas incubadas con sobrenadante rico en exosomas acopladas a a-CD63, marcador
de exosomas.
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10.3. Expresion de MHCII

El promedio del porcentaje de células que expresaban MHC Il (Fig.14) fue de 61.4% en
células dendriticas con cuatro dias de diferenciacién (control), 94.87% en células dendriticas
con 7 dias de diferenciacion, 65.8% en células tratadas con 500 U IFN-y, 88.1% en células
tratadas con 10,000 U de IFN-y, 91.55% en células tratadas con 1ug de TNF-a y 86.18% en

células tratadas con 1ug de LPS.

Las diferencias significativas entre células dendriticas y exosomas del mismo tratamiento se
presentaron en el control y en los tratamientos de 7 dias y de 1ug de TNF.Ademas se
observaron diferencias significativas entre el control que fue menor a todos los grupos de
células dendriticas con excepcion de las que fueron tratadas con 500 U de IFN-y y de las

células tratadas con 500 U de IFN- y y el resto de los tratamientos.

El promedio de porcentaje de microperlas acopladas a exosomas que expresan MHC Il fue
de 84. 86% para exosomas de células dendriticas diferenciadas durante 4 dias, 81.9% en
exosomas de células dendriticas diferenciadas 7 dias, 59.56% en exosomas de células
dendriticas tratadas con 500 U de IFN-y, 88.53% de exosomas de células dendriticas
tratadas con 1 yg de TNF-a y 74.3% en exosomas de células dendriticas tratadas con 1 ug
de LPS. y se presentaron diferencias entre los exosomas grupo tratado con 500U de IFN-y y

todos los demas grupos, incluyendo el control.

En cuanto a la intensidad media de fluorescencia (Fig. 15), se presentan los promedios de
las medias geométricas de cada grupo. Las células dendriticas diferenciadas durante 4 dias
presentaron un promedio de intensidad de fluorescencia de 417.5, las células dendriticas
diferenciadas durante 7 dias presentaron 339.3 de intensidad media de fluorescencia, el
grupo tratado con 500 U de IFN- y present6 346.66, el grupo tratado con 10,000 U IFN- y
presentd 343.44, el grupo tratado con 1 pg de TNF-a present6 420.66 y el grupo tratdo con 1

Mg de LPS present6 360.83. No se presentaron diferencias significtivas entre los grupos

La intensidad media de fluoresencia observada en los exosomas fue de 515 en los
exosomas derivados de células dendriticas diferenciadas durante 4 dias, 524.75 en
exosomas de células diferenciadas durante 7 dias, 1166 en exosomas de células dendriticas
tratadas con 500 U IFN- y, 390.66 en exosomas de células dendriticas tratadas con 1 ug de
TNF y 240 en exosomas de células dendriticas tratadas con 1 pug de LPS. Las diferencias

entre la intensidad media de fluorescencia detectada en las células dendriticas y los
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exosomas pertenecientes al mismo tratamiento se presentaron en los tratamientos de 1 ug
de TNF y 1 ug de LPS.
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Fig.14. Porcentaje de células y exosomas que expresan MHC Il. Promedio de los

porcentajes de células dendriticas y exosomas que expresan la molécula MHC Il después
de ser expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacién, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefialados (p< 0.05). **
Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células dendriticas
0 exosomas con fenotipo maduro. # Diferencias entre células dendriticas y exosomas de las
células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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Fig.15. Expresion de MHC Il en células dendriticas y exosomas. Promedio de las medias
geométricas de intensidad de fluorescencia de la molécula MHC Il expresada por células
dendriticas expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacién, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefalados (p< 0.05).
** Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células
dendriticas o exosomas con fenotipo maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células
dendriticas. Lineas azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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10.4. Expresion de CD80

El porcentaje de células dendriticas que expresaron CD80 fue de 49.06% en el grupo
control, 93.96% en el grupo con 7 dias de diferenciacién, 40.33% en el grupo tratado con
500 U de IFN-y, 97.2% en el grupo tratado con 10, 000U de IFN-y, 94.76% en el grupo
tratado con 1ug de TNF y 77.83% en el grupo tratado con 1ug de LPS.

Se observé que el control fue estadisticamente menor a todos los tratamientos con
excepcion de las células dendriticas tratadas con 500 U de IFN-y, el cual también fue menor
gue el resto de los grupos. Ademas se observaron diferencias entre los grupos tratados con
10,000 IFN-y y con 1ug de LPS y los grupos tratados con 1ug de TNF-a y los grupos
tratados con 1ug de LPS (Fig. 16).

El porcentaje de microperlas positivas a CD80 fue de 22.31% en el grupo 4 dias, 87.5% en
el grupo de 7 dias, 50.93% en el grupo tratado con 500 U de IFN-y, 79.96% en el grupo
tratado con 10, 000 U de IFN-y, 94.76% en el grupo tratado con 1 uyg de TNF-ay 70.16% en

exosomas tratados con 1ug de LPS.

Al comparar estadisticamente los grupos, se observaron diferencias significativas entre el
grupo control y todos los grupos, ademas de diferencias entre el grupo tratado con 500 U de
IFN-y tanto con en el grupo de 7 dias y como con el grupo tratado con 10, 000 de IFN-y y el
grupo tratado con 1 ug de TNF-a No se presentaron diferencias entre células dendriticas y

exosomas del mismo tratamiento (Fig.16).

Los promedios de la intensidad de fluorescencia en células dendriticas fueron 49.7 en el
grupo control, 437.66 en el grupo de 7 dias, 215.33 en el grupo tratado con 500 U de IFN-y,
473.66 en el grupo tratado 10,000 U de IFN-y, 518.33 en el grupo de 1 pg de TNF-a y 359
en el grupo de 1 ug de LPS.
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Las diferencias significativas observadas se dieron entre el grupo control y todos los grupos

con excepcion del grupo tratado con 500 U de IFN-y. Ademas se observaron diferencias
entre el grupo tratado con 500 U de IFN-y los grupos tratados con 10, 000 U IFN-y y con 1
pg de LPS (Fig.17).

Los promedios de la intensidad de fluorescencia de las microparticulas cubiertas de
exosomas fueron de 248 para el grupo control, 437.66 para el grupo de 7 dias, 215.33 para
el grupo tratado con 500 U de IFN-y, 473.66 en el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y,
518.33 para el grupo tratado con 1 ug de TNF-a y 359 para el grupo tratado con 1 ug de
LPS.

Se encontré que habia diferencias significativas entre el grupo control los grupos tratados
con 10,000 U de IFN-y, 1 pug de TNF-ay 1 ug de LPS. El grupo tratado con TNF-a también
tuvo diferencias significativas ya que fue mayor que el grupo de 7 dias de diferenciacion y el
grupo tratado con 500 U de IFN-y (Fig.17). En los tratamientos de 500 U de IFN-y, 10,000 U
de IFN-y, 1 uyg de TNF-a y de 1 ug de LPS, se encontraron diferencias entre el grupo de

células dendriticas y el grupo de exosomas.
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Fig. 16. Porcentaje de células y exosomas que expresan CD80. Promedio de los porcentajes
de células dendriticas y exosomas que expresan la molécula CD80 después de ser
expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de diferenciacién,
células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de IFN-y, células
expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células expuestas a 1ug
de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por perlas magnéticas.
* Diferencias significativas entre dos grupos (p< 0.05). ** Diferencias significativas entre el
tratamiento sefialado y todos grupos de células dendriticas 0 exosomas con fenotipo
maduro. Lineas azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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Fig. 17. Expresion de CD80 en células dendriticas y exosomas. Promedio de las medias
geométricas de intensidad de fluorescencia de la molécula CD80 expresada por células
dendriticas expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacion, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefalados (p< 0.05).
** Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células
dendriticas 0 exosomas con fenotipo maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células
dendriticas. Lineas azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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10.5. Expresion de CD86

Los promedios del porcentaje de células dendriticas positivas a CD86 fueron de 66.67% en
el grupo de 4 dias de diferenciacion, 81.1% en el grupo de 7 dias de diferenciacion, 45.12%
en el grupo tratado con 500 U de IFN-y, 86.7% en el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y,
88.46% en el grupo tratado con 1 pg de TNF-a y 85.42 en el grupo tratado con LPS.

Se encontré que el grupo de células dendriticas tratado con 500 IFN-y mostré ser

significativamente menor con respecto a todos los demas grupos, incluyendo el control.

El promedio de microperlas cubiertas de exosomas positivas a CD86 fue de 47.08% en el
grupo control, 78.5% en el grupo de 7 dias de diferenciacion, 49.93% en el grupo tratado
con 500 U de IFN-y, 40.56% en el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y, 67.83 en el grupo
tratado con 1 ug de TNF-a 'y 85.06 en el grupo tratado con 1 ug de LPS

Se observaron diferencias significativas entre el control que fue menor y el grupo tratado con
1 ug de LPS, ademas de entre el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y y dos grupos, el

grupo de 7 dias de diferenciacion y el grupo tratado con LPS.

Solo el grupo tratado con 1 ug de TNF-a se observaron diferencias entre células dendriticas

y exosomas con el mismo tratamiento.

Los promedios de intensidad media de fluorescencia presentados para CD86 fueron, para
las células dendriticas de 247.66 en el grupo control, 278.8 en el grupo de 7 dias de
diferenciacion, 185 en el grupo tratado con 500 U de IFN-y, 515.66 en el grupo tratado con
10,000 U de IFN-y, 392 en el grupo tratado con 1ug de TNF-a y 428.25 en el grupo tratado
con 1 ug de LPS Solo se observaron diferencias significativas entre el control y el grupo
tratado con 10, 000 U de IFN-y.

Los promedios de intensidad media de fluorescencia de las microperlas para CD86 fueron
315 para el grupo control, 326.75 para el grupo diferenciado durante 7 dias, 328.66 para el
grupo tratado con 500 U de IFN-y, 2532.5 para el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y,
1670 para el grupo tratado con 1 pug de TNF-a y 1995.67 para el grupo tratado con 1 ug de
LPS. Solo se observé diferencia entre el grupo con 7 dias de diferenciacion y el grupo
tratado con 10, 000 U de IFN-y.
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En los tratamientos con 500 U de IFN-y, 10, 000 U de IFN-y, 1 ug de TNF-ay 1 ug de LPS
se encontraron diferencias significativas entre la intensidad de fluoresencia de las células

dendriticas y los exosomas correspondientes al mismo tratamiento.
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Fig. 18. Porcentaje de células y exosomas que expresan CD86. Promedio de los porcentajes
de células dendriticas y exosomas que expresan la molécula CD86 después de ser
expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de diferenciacién,
células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de IFN-y, células
expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células expuestas a 1ug
de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por perlas magnéticas.
* Diferencias significativas entre dos grupos (p< 0.05). ** Diferencias significativas entre el
tratamiento sefialado y todos grupos de células dendriticas 0 exosomas con fenotipo
maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células dendriticas. Lineas azules indican
diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células dendriticas y exosomas de las
células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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Fig. 19. Expresion de CD86 en células dendriticas y exosomas. Promedio de las medias
geométricas de intensidad de fluorescencia de la molécula CD86 expresada por células
dendriticas expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacién, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefalados (p< 0.05).
** Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células
dendriticas o exosomas con fenotipo maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células
dendriticas. Lineas azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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10.6. Expresion de CD273

El porcentaje de células positivas a CD273 fue de 55.06% para el grupo control, 43.36%
para el grupo de 7 dias de diferenciacion, 10.28 para el grupo tratado con 500 U de IFN-y,
42.86% para el grupo tratado con 1 ug de TNF-a y 33.63% para el grupo tratado con LPS.

Solamente se observaron diferencias significativas entre el grupo tratado con 500 U de IFN-

vy el resto de los grupos incluyendo el control.

El porcentaje de microperlas acopladas a exosomas positivas a CD273 fue de 47.93% en el
grupo control, 71.7% en el grupo con 7 dias de diferenciacion, 49.93% para el grupo tratado
con 500 U de IFN-y, 53.33 para el grupo tratado con 10, 000 de IFN-y 61.5% para el grupo
tratado con 1 pg de TNF-a y 63.8% para el grupo tratado con 1 ug de LPS. No se

observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos.

Las diferencias entre células dendriticas y exosomas con el mismo tratamiento se
encontraron en el grupo de 7 dias de diferenciacion y los grupos tratados con 500 U de IFN-
Yy, con 10,000 U de IFN-y. En estos grupos, el porcentaje fue mayor en microparticulas

cubiertas con exosomas que en células dendriticas.

En cuanto a intensidad media de fluorescencia, el promedio en células dendriticas fue de
296.33 en el grupo control, 156.75 en el grupo con 7 dias de diferenciacién, 214.33 en el
grupo tratado con 500 U de IFN-y, 183.33 en el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y,, 238
en el grupo tratado con 1 pg de TNF-a y 240 pg en el grupo tratado con LPS. Solo se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con 7 dias de

diferenciacién, el cual mostro menor promedio de intensidad de fluorescencia.

El promedio de intensidad media de fluorescencia en las microparticulas cubiertas por
exosomas fue de 203.66 para el grupo control, 316.33 para el grupo de 7 dias de
diferenciacién, 351 para el grupo tratado con 500 U de IFN-y, 1553 para el grupo tratado con
10,000 de IFN-y, 829.33 para el grupo tratado con 1 ug de TNF-a y 1402 para el grupo
tratado con 1 pg de LPS.
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Se encontré que el grupo control fue estadisticamente menor al grupo tratado con 10, 000 U
de IFN-y y con 1 ug de LPS. Ademas el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y tuvo mayor
intensidad media de fluorescencia que el grupo con 7 dias de diferenciaciéon, el grupo
tratado con 500 U de IFN-y, el grupo tratado con 1 pg de TNF-a y el grupo tratado con LPS.
Asi mismo se observé que el grupo tratado con LPS fue mayor que el grupo de 7 dias de

diferenciacion, y el grupo tratado con 500 U de IFN-y.

Se observé que en los tratamientos de 10, 000 de IFN-y y 1 pg de TNF-q, la intensidad
media de fluorescencia fue mayor en los grupos de exosomas con respecto a los grupos de

células dendriticas con el mismo tratamiento.
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Fig. 20. Porcentaje de células y exosomas que expresan CD273. Promedio de los
porcentajes de células dendriticas y exosomas que expresan la molécula CD273 después
de ser expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacion, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre dos grupos (p< 0.05). ** Diferencias
significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células dendriticas o
exosomas con fenotipo maduro. # Diferencias entre células dendriticas y exosomas de las
células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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Fig. 21. Expresion de CD273 en células dendriticas y exosomas. Promedio de las medias
geométricas de intensidad de fluorescencia de la molécula CD273 expresada por células
dendriticas expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacioén, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefalados (p< 0.05).
** Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células
dendriticas 0 exosomas. Lineas rojo indican diferencias entre células dendriticas. Lineas
azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células dendriticas y
exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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10.7. Expresion de CD274

El promedio de células dendriticas positivas a CD274 fue de 85.5% para el grupo control,
86.5% para el grupo con 7 dias de diferenciacion, 74.53% en el grupo tratado con 500 U de
IFN-y, 76.66% el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y, 85.66% en el grupo tratado con 1 ug
de TNF-a Y 87.3% en el grupo tratado con 1 pug de LPS. No se observaron diferencias

significativas entre estos tratamientos.

El promedio de microperlas cubiertas de exosomas positivas a CD274 fue de 36.37% para el
grupo control, 80.26% para el grupo con 7 dias de diferenciacion, 52.93% para el grupo
tratado con 500 U de IFN-a, 66.62% para el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-a, 64.05%
para el grupo tratado con 1 pg de TNF-a 'y 63.9% para el grupo tratado con LPS. Se observo
que el grupo control fue menor a todos los demas tratamientos, mostrando diferencias

significativas con cada uno de ellos.

Los porcentajes de microperlas positivos a CD274 del control y de los tratamientos con 1 ug
de TNF-a y 1 ug de LPS fueron menores a los porcentajes mostrados por las células

dendriticas con el mismo tratamiento.

Por otro lado, el promedio de la intensidad media de fluorescencia en células dendriticas
para la proteina CD274 fue de 132 para el grupo control, 228.33 en el grupo con 7 dias de
diferenciacién, 471 en el grupo tratado con 500 U de IFN-y, 340 en el grupo tratado con 10,
000 U de IFN-y, 545en el grupo tratado con 1 ug de TNF-a y 193.33 en el grupo tratado con
1 pg de LPS.

Se observé que la intensidad media de fluorescencia fue menor en el control que en los
grupos tratados con 500 U de IFN-y, 10,000 U de IFN-a y 1 uyg de TNF-a. También el grupo
con 7 dias de diferenciacién tuvo menor intensidad de fluorescencia que los grupos tratados
con 500 U de IFN-y y con 1 ug de TNF-a. Por su parte el grupo tratado con 1 pug de LPS
tuvo menor intensidad media de fluorescencia que los grupos tratados con 500 U de IFN-y y
con 10, 000 U de IFN-y.

El promedio de intensidad de fluorescencia para los exosomas fue de 168.66 para el grupo
control, 281.33 para el grupo con 7 dias de diferenciacion, 272 para el grupo tratado con 500
U de IFN-y, 1708.67 en el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y, 710.2 en el grupo tratado
con 1 ug de TNF-ay 703 en el grupo tratado con 1 ug de LPS.
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Se observé que el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y fue estadisticamente mayor que el
resto de los grupos, incluyendo el control y que entre el resto de los grupos no se

observaron diferencias significativas.
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Fig. 22. Porcentaje de células y exosomas que expresan CD274. Promedio de los
porcentajes de células dendriticas y exosomas que expresan la molécula CD274 después
de ser expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacion, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre dos grupos (p< 0.05). ** Diferencias
significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células dendriticas o
exosomas con fenotipo maduro. # Diferencias entre células dendriticas y exosomas de las
células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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Fig. 23. Expresion de CD274 en células dendriticas y exosomas. Promedio de las medias
geométricas de intensidad de fluorescencia de la molécula CD274 expresada por células
dendriticas expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacioén, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefalados (p< 0.05).
** Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células
dendriticas 0 exosomas con fenotipo maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células
dendriticas. Lineas azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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10.8. Expresion de CD40

El promedio de células dendriticas que expresaron CD40 fue de 54.13% para el grupo
control, 9.5% para el grupo de 7 dias, 97.6% para el grupo tratado con 500 U de IFN-y,
64.26% para el grupo tratado con 10 000 U de IFN-y, 72.7% para el grupo tratado con 1 ug
de TNF-a y89.43% para el grupo tratado con 1 ug de LPS. Y se observé que porcentaje en
el grupo control fue mayor al grupo con 7 dias de diferenciacién pero menor a los grupos
tratados con 500 U de IFN-y y los grupos tratados con 1 ug de TNF-a y 1 pg de LPS. El
grupo tratado con 500 U de IFN-y también fue mayor al grupo tratado con 1 ug de de TNF-a.

El porcentaje de microperlas cubiertas de exosomas positivas a CD40 fueron 45.65% en el
grupo control, 24.30% en el grupo con 7 dias de diferenciacién, 71.2% en el grupo tratado
con 500 U de IFN-y, 80.23% en el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y, 72.7% en el grupo
tratado con 1 pg de TNF-a y 52.66 en el grupo tratado con 1 pg de LPS.

No se observaron diferencias entre el porcentaje del control y los tratamientos, sin embargo,
el grupo con 7 dias de diferenciacién tuvo menor porcentaje que el resto de los tratamientos.
Mientras que el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y fue menor al grupo tratado con 500 U
de IFN-y y al grupo tratado con 1 ug de LPS. También se observo que el grupo tratado con 1

pg de TNF-a fue menor al del grupo tratado con 1 ug de LPS.

Los tratamientos que mostraron mayor porcentaje en células dendriticas que exosomas
fueron el grupo tratado con 500 U de IFN-y y el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y,
mientras que el grupo tratado con 1 pg de LPS mostr6 mayor porcentaje de microperlas

positivas a CD40 que de células dendriticas.

La intensidad media de fluorescencia de cada uno de los grupos de células dendriticas fue
de 57.13 para el grupo control, 60.03 para el grupo con7 dias de diferenciacion, 1058 en el
grupo tratado con 500 U de IFN-y, 348 en el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y, 331 en
el grupo tratado con 1 pug de TNF-a y 417 en el grupo tratado con 1 ug de LPS. Solo se
observd diferencia entre el grupo tratado con 500 U de IFN-y y el resto de los grupos,

teniendo este Ultimo mayor intensidad de fluorescencia.

En las microperlas acopladas a exosomas, la intensidad media de fluorescencia fue de
64.26 en el grupo control, 191 en el grupo con 7 dias de diferenciacion, 310.33 en el grupo
tratado con 500 U de IFN-y, 1560 en el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y, 1314 en el
grupo tratado con 1 pg de TNF-ay 1212.33 en el grupo tratado con 1 ug de LPS.
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Los grupos tratados con 10,000 U de IFN-y, 1ug de TNF-a y 1 yg de LPS, mostraron mayor
intensidad media de fluorescencia que el grupo control y el grupo tratado con 500 U de IFN-
Y, pero no se observaron diferencias entre estos ultimos. Los grupos tratados con 10, 000 U

de IFN-y y con 1 ug de TNF-a también fueron mayores con respecto al grupo control.
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Fig. 24. Porcentaje de células y exosomas que expresan CD40. Promedio de los porcentajes
de células dendriticas y exosomas que expresan la molécula CD40 después de ser
expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de diferenciacion,
células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de IFN-y, células
expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células expuestas a 1ug
de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por perlas magnéticas.
* Diferencias significativas entre dos grupos (p< 0.05). ** Diferencias significativas entre el
tratamiento sefialado y todos grupos de células dendriticas o exosomas con fenotipo
maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células dendriticas.. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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Fig. 25. Expresion de CD40 en células dendriticas y exosomas. Promedio de las medias
geométricas de intensidad de fluorescencia de la molécula CD40 expresada por células
dendriticas expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacion, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefalados (p< 0.05).
** Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células
dendriticas o exosomas con fenotipo maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células
dendriticas. Lineas azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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10.9. Expresion de MHC |

Los porcentajes de células dendriticas positivas a MHC | fueron 33.06% en el grupo control,
89.27% en el grupo con 7 dias de diferenciacion, 93.43% en el grupo tratado con 500 U de
IFN-y, 77.5% en el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y, 85.86% en el grupo tratado con 1
Hg de TNF-a 'y 93.3% en el grupo tratado con 1ug de LPS.

Se observo que el grupo control presenté un porcentaje menor al resto de los grupos y que
el porcentaje de células positivas del grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y fue menor al

presentado en los grupos tratados con 500 U de IFN-y, 1ug de TNF-a y 1ug de LPS.

Los porcentajes de microperlas cubiertas de exosomas positivas a MHC | fueron 20.33% en
el grupo control, 86.2% en el grupo con 7 dias de diferenciacién, 55.83% en el grupo tratado
con 500 U de IFN-y, 77.5% en el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y, 85.86% en el grupo
tratado con 1pg de TNF-a 'y 50.53% en el grupo tratado con LPS.

El grupo control tuvo menor porcentaje de microperlas positivas a MHC | en comparacion al
resto de los grupos. Asi mismo se observo que el grupo de 7 dias tuvo mayor porcentaje de
microperlas positivas que el resto de los grupos y que el grupo tratado con 10,000 U de IFN-

y fue menor que todos los otros grupos.

En células dendriticas, la intensidad media de fluorescencia fue de 96.76 en el grupo control,
401.66 en el grupo con 7 dias de diferenciacion, 212.66 en el grupo tratado con 500 U de
IFN-a 95.56 en el grupo tratado con 10, 000 U de IFN-y, 135.66 en el grupo tratado 1ug de
TNF-a 'y 220 en el grupo tratado con 1ug de LPS.

Se observé que el grupo con 7 dias de diferenciacion tuvo mayor intensidad de
fluorescencia que el resto de los grupos, incluido el control y que no se presentaron

diferencias con respecto a los otros grupos.

En exosomas, la intensidad medio de fluorescencia mostrada fue de 204 en el grupo control,
345 en el grupo con 7 dias de diferenciacion, 357 en el grupo tratado con 500 U de IFN-y,
92.63 en el grupo tratado con 10,000 U de IFN-y, 193.33 en el grupo tratado con 1ug de
TNF-a 'y 220 en el grupo tratado con 1ug de LPS.

Se observaron diferencias entre el grupo control y los grupos con 7 dias de diferenciacion y
tratado con 1ug de TNF-a, asi como entre el grupo con 7 dias de diferenciacion que fue

mayor al resto de los tratamientos excepto al grupo tratado con 500 U de IFN-y. También se
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observé que el grupo tratado con 500 U de IFN-y tuvo mayor intensidad media de

fluorescencia que los grupos tratados con 1ug de TNF-ay 1ug de LPS.
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Fig. 26 Porcentaje de células y exosomas que expresan MHCI. Promedio de los porcentajes
de células dendriticas y exosomas que expresan la molécula MHCI después de ser
expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de diferenciacion,
células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de IFN-y, células
expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células expuestas a 1ug
de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por perlas magnéticas.
* Diferencias significativas entre dos grupos (p< 0.05). ** Diferencias significativas entre el
tratamiento sefialado y todos grupos de células dendriticas o exosomas con fenotipo
maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células dendriticas. Lineas azules indican
diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células dendriticas y exosomas de las
células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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Fig. 27. Expresion de MHCI en células dendriticas y exosomas. Promedio de las medias
geométricas de intensidad de fluorescencia de la molécula MHCI expresada por células
dendriticas expuestas a diferentes tratamientos (células inmaduras control con 4 dias de
diferenciacién, células inmaduras con 7 dias de diferenciacion, células expuestas a 500U de
IFN-y, células expuestas a 10,000U de IFN-y, células expuestas a 1ug de TNF-a y células
expuestas a 1ug de LPS y de los exosomas secretados por estas células y capturados por
perlas magnéticas. * Diferencias significativas entre los grupos sefalados (p< 0.05).
** Diferencias significativas entre el tratamiento sefialado y todos grupos de células
dendriticas o exosomas con fenotipo maduro. Lineas rojo indican diferencias entre células
dendriticas. Lineas azules indican diferencias entre exosomas. # Diferencias entre células
dendriticas y exosomas de las células dendriticas del grupo del mismo tratamiento.
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11. DISCUSION

Ya que en este trabajo se evalud la expresion de las moléculas relacionadas con la
presentacion de antigenos expresadas en células dendriticas tratadas con diferentes
estimulos y en los exosomas secretados por estas células, es importante comparar la
expresion de estas moléculas tanto entre los grupos de células dendriticas, como entre los
grupos de exosomas y ademas entre las células dendriticas y los exosomas pertenecientes

al mismo tratamiento.

Aunque ninguno de los fenotipos generados fue exactamente igual, en los grupos de
células dendriticas fue posible distinguir dos tendencias diferentes.; las células dendriticas
diferenciadas durante 4 dias y las tratadas con 500 U de IFN-y, mostraron un fenotipo
inmaduro, mientras que las tratadas con 10,000 U de IFN-y, TNF y LPS mostraron un
fenotipo maduro. Por otra parte los exosomas analizados no mostraron el mismo fenotipo
gue las células de las cuales fueron secretados, sin embargo se observé una similitud entre
los exosomas de células dendriticas inmaduras y entre exosomas de células dendriticas

maduras.

En cuanto a las células analizadas es importante mencionar que nosotros consideramos
como células dendriticas a la poblacion de células semiadherentes CD11c’, MHC II*; no
obstante, recientemente se ha comprobado que esta poblacion es heterogénea, y que
ademas de los diferentes estados de maduracion de células dendriticas, contiene al menos
dos poblaciones distintas: una de células dendriticas y otra de macrofagos CD11c" (Helf et
al., 2016).

En este trabajo es practicamente imposible diferenciar a estas dos poblaciones, ya que para
lograr una adecuada separacién es necesario detectar la expresion de otros marcadores
como CD24, DEC205, IRF4 en el caso de las células dendriticas y CD64, CD115y CD14 en
el caso de los macréfagos. A pesar de esto se observaron caracteristicas morfoldégicas de
los cultivos obtenidos que corresponden con la morfologia de las células dendriticas
mencionadas por Na y colaboradores (2016) quien las describe como redondas con una
gran cantidad de dendritas apreciables a simple vista. Esto podria ser un indicio de la

presencia de células dendriticas dentro de la poblacién evaluada.

En cuanto a la expresion de moléculas relacionadas con la presentacion de antigenos, hubo

pocas diferencias en la expresion de MHC Il entre los grupos de células dendriticas. Las
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diferencias mas notables se presentaron en cuanto a los porcentajes de células dendriticas
MHC II". Esto es interesante ya que anteriormente se ha reportado que la maduracion de
células dendriticas induce el incremento en la expresion de la molécula MHC I, lo cual no
fue observado en este trabajo y por el contrario, este comportamiento fue reportado en los

macrofagos CD11c™

Tampoco hubo grandes diferencias entre la intensidad media de fluorescencia de las células
y de los exosomas pertenecientes al mismo grupo. Esto aparentemente contradice lo
reportado por Zitvogel et al., 1998, quien reportd el incremento en la expresion de MHC |l en
exosomas de células dendriticas inmaduras. Sin embargo es importante recordar que en
este trabajo solo se analizaron exosomas positivos a CD11c y que en dentro de un exosoma
podrian o no, expresarse ambas proteinas a la vez, de manera que es posible que muchos
de los exosomas que presentan MHC Il en su superficie, no expresaran CD11c y por lo tanto

no se acoplaran a las microparticulas a-CD11c.

Interesantemente también se ha observado que la delecién de la proteina ALIX induce un
incremento de 30-400% en la intensidad de fluorescencia de MHC Il en superficie sin afectar
el nivel de CD63 en células dendriticas inmaduras (Colombo et al., 2013). Esto reafirma la
hipotesis de que la regulacion de la presencia de la proteina MHC Il en exosomas no esta
directamente relacionada con la proteina CD11c, por lo que su presencia en los exosomas
positivos a CD11c puede o no variar con respecto a la presencia de MHC Il en el total de
exosomas (CD11c*y CD11c)

A diferencia del Western Blot que evalla el fenotipo del total de exosomas secretados, el
procedimiento utilizado en este estudio nos permitid evaluar de manera selectiva el fenotipo
de las vesiculas que expresan CD11c, es decir, vesiculas secretadas especificamente por
células CD11c*. No obstante, es importante considerar que no es del todo conocido si las

vesiculas son homogéneas en cuanto a su contenido.

Se sabe, por ejemplo que en células HeLa-CIITA, que expresan MHC II, los exosomas de
tamafio mas pequefio (30-50 nm) estdn mas enriquecidas en tetraspanina CD63, mientras
gue las vesiculas de mayor tamafio (100 - 200 nm) se encuentran enriquecidas en MHC Il y

gue solo el 20% de estos exosomas contienen ambas proteinas (Colombo et al., 2013).

El procedimiento utilizado en el presente trabajo no permite discriminar entre los diferentes

tamafios de vesiculas, de manera que no fue posible saber qué tamafio de vesicula
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contenia mayor cantidad de una u otra molécula. Esto indica que aunque este método es
efectivo para conocer el fenotipo de los exosomas en general, podria ser importante buscar
un procedimiento que permita aislar vesiculas de diferentes tamafios y obtener exosomas

con fenotipos mas homogéneos para inducir respuestas mas precisas en las terapias.

En los grupos tratados con citocinas y que tenian fenotipo similar al de una célula dendritica
madura, se observé que los exosomas que eran liberados contenian una mayor
concentracion tanto de proteinas coestimulatorias como coinhibitorias, lo cual se vio

reflejado en la intensidad de fluorescencia elevada en los grupos de exosomas.

De acuerdo a Na y colaboradores (2016) otra de las caracteristicas fenotipicas de las
células dendriticas generadas in vitro por presencia GM-CSF es la expresion de la molécula
CD80. En este trabajo se observé que en las células dendriticas con fenotipo inmaduro, solo
aproximadamente la mitad de las células expresaban CD80, mientras que en los grupos de
células dendriticas con fenotipo maduro, mas del 70% de células expresaban esta molécula.
Si bien esto nos podria dar una idea de la cantidad de células dendriticas presentes en cada
grupo, esta comparacién podria no ser tan precisa, ya que este fenotipo se observo en las
células adherentes del cultivo, mientras que las células utilizadas en este trabajo fueron

células no adherentes y semi-adherentes.

Por otro lado, se ha reportado con anterioridad que las células dendriticas inmaduras
presentan baja expresidon de CD80, la cual se eleva durante maduracion de las células
dendriticas. Ya que este trabajo se observd este comportamiento, es posible la presencia de

células dendriticas en el cultivo.

Funcionalmente, CD80 es considerada una molécula coestimulatoria, la cual participa junto
con CD86, en la activacion de linfocitos T. En este trabajo se pudo observar que los
exosomas derivados de células dendriticas maduras, expresan elevados niveles de estas
dos moléculas, lo cual podria ser un indicio de su papel en la comunicacién entre células

dendriticas.

Hay que resaltar también que la expresion de CD273 se manutuvo baja en todos los grupos,
lo cual es un comportamiento de macréfagos CD11c’. Esto apoya el supuesto de que la
poblacion evaluada es heterogénea Interesantemente también se observd que CD273, asi
como CD274 incrementaron su expresion en los exosomas derivados de células dendriticas

con fenotipo maduro.
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De manera general, los exosomas secretados por células dendriticas con fenotipo inmaduro
mostraron niveles bajos tanto de moléculas coestimulatorias como de moléculas
coinhibitorias. Este comportamiento coincide con lo reportado por Ruffner y colaboradores,
quien observd bajos niveles de moléculas coestimulatorias y coinhibitorias en exosomas
secretados por células dendriticas tratadas con IL-10, que presentaban fenotipo inmaduro
(Ruffner et al., 2009).

De acuerdo a Ruffner, este patrén indica que la regulacién del trafico de proteinas difiere en
las células dendriticas dependiendo de su tratamiento y esto refleja diferencias en el papel
fisiologico de los exosomas y células dendriticas in vivo (Ruffner et al., 2009). Esto es
significativo porque refuerza la importancia de conocer el fenotipo tanto de células

dendriticas como de los exosomas secretados para su uso en inmunoterapia.

Es asi, que este trabajo contribuye a la comprension de como el fenotipo de los exosomas
puede influir en un determinado tipo de célula blanco. Asi, se ha observado que los
exosomas pueden interaccionar con células tumorales y otras células dendriticas,
provocando que las anteriores incorporen en su membrana moléculas coestimulatorias y
MHCII, las cuales son primordiales para que se lleve a cabo una exitosa presentacion de

antigenos (Romagnoli et al., 2013).

En este trabajo, se observG que en todos los grupos se expresaron moléculas
coestimulatorias y que en los exosomas de los grupos tratados con 10, 000 U de IFN-y, 1ug
de TNF-a y 1ug de LPS, los niveles de expresion de moléculas coestimulatorias se
mantuvieron elevados. Sin embargo, al comparar la intensidad media de fluorescencia de
las proteinas coinhibitorias con las de proteinas coestimulatorias, podemos apreciar que
estas Ultimas siempre fueron mayores, por lo que es probable que el tipo de actividad que

muestren los exosomas sea activadora.

Es importante recalcar que las DCs tratadas con LPS, INF-y o TNF-a no generan exosomas
con exactamente el mismo fenotipo, indicando que la regulacién proteica en los exosomas
también se ve influenciada por el estimulo al que fueron expuestas las células dendriticas y

consecuentemente por su mecanismo de activacion.

Por esta razén no seria adecuado emplear indistintamente el tratamiento para las células
dendriticas DCs, sino mas bien, seria deseable conocer con exactitud el fenotipo de los

exosomas empleados para poder predecir su respuesta inmunoldgica. ElI conocimiento
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generado en este trabajo contribuye a fomentar la utilizacién de tratamientos especificos

hacia las células dendriticas con el fin obtener exosomas de un fenotipo determinado.

Con este fin, también seria importante realizar ensayos en donde se evallen los exosomas
obtenidos a partir de los diversos grupos de células dendriticas y su interaccion con células
tumorales, otras células dendriticas y linfocitos T, de manera que se verifique su potencial

inmunoterapeutico.

Por otra parte, se sabe que la presencia de IFN-y induce el incremento en la expresion de
esta la molécula MHC I, lo cual concuerda con lo reportado en este trabajo, donde la
expresion de MHC | se observ6 en un porcentaje menor al 40% de células del grupo control
gue expresaban MHC | y este porcentaje se vio aumentado tanto en los grupos tratados
como en el grupo con 7 dias de diferenciacion. Es importante resaltar que este cambio solo
se observé en cuanto a porcentajes, ya que la intensidad de fluorescencia no tuvo el mismo
comportamiento. También es importante notar que el porcentaje de exosomas que

expresaban MHC | disminuyé en las células que fueron tratadas con 10,000 U de IFN-y.

El hecho de que MHC | practicamente no mostrara cambios en su expresion, puede deberse
a que la poblacion de células dendriticas CD11c¢c” MHC Il generadas a partir de médula ésea
por estimulacion de GM-CSF son genéticamente mas parecidas a las células dendriticas
CD8a " lo cual es importante porque estas células son incapaces de realizar presentacion de

antigenos.(den Hann et al., 2000).

Esto puede representar un problema al momento de su uso como terapia, ya que el
antigeno que fue utilizado para cargar a las células dendriticas en este trabajo, es decir el
antigeno MAGE-AX es cargado y presentado a través de la molécula MHC | y la falta de
esta proteina en la superficie de los exosomas indica también la falta del antigeno acoplado

a esta proteina
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12. CONCLUSIONES

1. Las células dendriticas diferenciadas durante 4 dias mostraron menor porcentaje de
moléculas MHC 1I, CD80, CD40 y MHC |, con respecto a las células dendriticas
diferenciadas durante 7 dias.

2. Las células dendriticas tratadas con 500 U IFN-y y las células dendriticas
diferenciadas durante 4 dias mostraron un fenotipo inmaduro.

3. Las células dendriticas tratadas con 10,000 U de IFN-y, 1 ug de TNF-a y 1 yg de
LPS y las células dendriticas diferenciadas durante 7 dias mostraron un fenotipo
maduro.

4. La expresion de moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 y moléculas coinhibitorias
CD273 y CD274 fue mayor en exosomas de células tratadas con 10,000 U de IFN-y
y 1 ug de TNF-a y 1 ug de LPS que en las células dendriticas diferenciadas durante
4 dias y las células dendriticas tratadas con 500 U de IFN-y.

5. Los exosomas de células dendriticas tratadas con 10,000 U de IFN-y mostraron bajo

porcentaje de expresion de MHC |
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