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EFECTO INMUNOMODULADOR D EL INHIBIDOR SECRETORIO
DE PROTEASAS LEUCOCITARIAS (SLPI)

El SLPI es un inhibidor de serino proteasas de 11,7 kDa presente en mucosas y con
actividad anti-inflamatoria. El objetivo de este trabajo fue esclarecer la fun¢iShRlleen

la respuesta inmune. Los resultados obtenidogtro muestran que SLPI disminuye la
proliferacion linfocitaria inducida por IL-2, anti-CD3 y cultivos mixtos linfocitarios e
forma dosis dependiente. ElI SLPI inhibe la activacién linfocitaria disminuyendo los niveles
de CD25 e inhibiendo la traslocacion al nucleo de«xBF-La inhibicion sobre la
proliferacibn no se observa en ausenoéulas mononucleares de sangre periférica
(CMSP) depletadas de monocitos, y fue rest#t en presencia de medio condicionado de
monocitos pre-tratados con SLPI. Los monocitos tratados con SLPI producen altos niveles
de IL-4, IL-6 e IL-10. Ademas, el SLPI inhibe la produccion de {FNT-bet inducidos

por IL-2 y un lisado deMycobacterium tuberculosi§Mtb). Por otro lado el SLPI
disminuye la cantidad de células CDE®xp3 y la secrecion de TGE-inducida por la
elastasa y aumenta los niveles de IL-17 e IL-6. Estos resultados sugieren que el SLPI
modula la respuesta inmune adaptativa inhibiendo la diferenciacién de las células hacia un
patron Thl, las Treg y favoreciendo el perfil Th2 y Thl7. Sin embargo, en modelos
murinosin vivo, la administracion de SLPI parece tener un efecto anti-inflamatorio; dado
gue el SLPI fue capaz de limitar las lesionedaearquitis autoinmune experimental. Este
efecto modulador de la rasgsta inmune también se pudo corroborar en pruebas de
hipersensibilidad retardada y érasplante de piel. Por otro lado, los niveles de SLPI
plasmético y la capacidad linfoproliferativa fue examinada en donantes sanos, pacientes
con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y pacientes con cancer de pulmon.
Se pudo probar la existencia de una correlacion negativa entre la proliferacion linfocitaria y
los niveles plasmaticos de SLPI para pacientes con EPOC y cancer de pulmén pgero no as
para los dadores sanos. Estos resultadosstran al SLPI como una molécula con
capacidad inmunomoduladora y los niveles de SLPI plasmaticos podrian ser un indice

indirecto de la capacidad linfoproliferativa en los pacientes con EPOC y cancer da.pulmé

Palabras claves: SLPI, Linfocibs, Monocitos, homeostasis
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IMMUNOMODULATOR EFFECT OF SECRETORY LEUKOCYTE
PROTEASE INHIBITOR (SLPI)

Human SLPI is an 11.7 kDa cationic non-glycosylated serine protease inhibitor
constitutively produced in mucosal surfaces such as airway epithelium and humen uter
but can also be secreted by inflammatory céllee aim of this work was to evaluate the
function of SLPI in the immue response. Results obtainedvitro shows that SLPI
decreased the lymphocyte proliferation induced by IL-2, anti-CD3 and mixed lymphocyte
reaction (MLR) in a dose-dependent manner. SLPI inhibits lymphocyte activation by
decreasing CD25 expression and avoidin® Il#egradation. SLPI inhibition was not
observed by depleting monocytes from PBMCs and it was restored by adding monocytes or
culture supernatant. Monocytes treated w#bPI, produced IL-4, IL-6 and IL-10 and
decreased the expression of IFNFurthermore SLPI decreased CD/E®xp3 cells and
TGF{§ production but increased IL-17 expre@ssion lymphocytes. To determine the
relevance of this effedh vivo, we investigated the immunoregulatory role of SLPI in an
experimental autoimmune orchitis (EAO), dadd-type hypersensitivity models and in a
skin transplantation model. SLPI significant decreased the EAO incidence. Even more the
delayed-type hypersensitivity was reducbyg SLPI and the allograft rejection was
decreased. Furthermore, we evaluated a putative correlation between SLPI plagna leve
and proliferation in healthy donors (HD; n =15), chronic obstructive pulmonary disease
(COPD, n =17) and lung cancer (n = 23) patients. Plasma SLPI concentration was
correlated with PBMC proliferation in COPD and lung cancer patients but not in HD. Our
results demonstrated that SLPI has an immunomodulator effect on lymphocytes and that
plasma SLPI concentration might be used as a marker of lymphocyte proliferatiovto fo

up the immune status.

Key Words: SLPI, lymphocytes,Monocytes, Homeostasis
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INTRODUCCION

1. RESPUESTA INMUNE

Conceptos generales

El sistema inmune esta constituido por células y moléculas que coordinan su accion frente a
la entrada de sustancias ajenas al organismo o “sefiales de peligro”. La respuesta inmune se
puede dividir en dos categorias: la respuesta inmune innata y la respuesta inmune
adaptativa o adquirida.

Todos los componentes celulares del sistema inmune derivan de un progenitar comu
alojado en la medula 6sea llamado precursor hematopoyético pluripotente. A paiidr de es
célula se originan otros dos precursores: el mieloide y el linfoide. El precursoidmigdo

origen a los granulocitos, macrofagos y mastocitos mientras que el precursor linfoide da
origen a las células asesinas naturales (NK) y a los linfocitos T y B. Para el caso de las
células dendriticas (CDs) el concepto actual es considerarlas como una familia de células
derivadas de precursores mieloides y linfoides

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del organismo y permite controlar la
mayor parte de los agentes patdgenos. Se caracteriza por la baja especificidad, la escasa
diversidad para el reconocimiento de antigenos extrafios y por la falta de memoria
inmunolégica. Los principales componentes efte tipo de respuesta son las barreras
fisicas y quimicas, constituidos por la piahycosas, y las sustancias antimicrobianas; las
proteinas de la sangre, incluyendo el sistema del complemento y otros mediadores de la
inflamacién; las células fagticas, principalmente los aaréfagos, neutrofilos y CDs y

otros leucocitos, como las células NK, los linfocitos T (y8f y los linfocitos B1
productores de anticuerpos naturdles

Una de las propiedades claves de la refpugxmune innata es que puede reconocer
estructuras moleculares conservadas de microorganismos que son los PAMPs (Patrones
Moleculares Asociados a Patogenos). Paraatogsto utiliza receptores de reconocimiento

de patrones (PRRs) como los “Toll-like receptors” (TLR) que se encuentran en los
macréfagos, monocitos, CDs, neutrdfilos y células epiteliales y permiten el reconocimiento
temprano de patdégenos directamente en el sitio de la infeccion. El reconocimiento de

estructuras o patrones moleculares conservadas por estos receptores envia una “sefial de

11
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peligro” al sistema inmune que activa mecanismos efectores no especificos, que llevan al
establecimiento de un proceso inflamatorio. Sin embargo, el reconocimiento de antigenos
derivados de los patdégenos por los linfocitos T y B también activan la respuesta inmune
adaptativa Las células clave en mediar la interandéhtre la respuesta inmune innata y la
adaptativa son las células presentadoras dgeaiats (CPA) profesionales, en particular las
CDs, que detectan “sefiales de peligro” y se encuentran en casi todos los tejidos.

La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por presentar una alta especificidad, tener
una gran diversidad para el reconocimiento de moléculas y desarrollar ur@ianem
inmunoldgica. Los componentes celulares de este tipo de respuesta son, principalmente,
los LTof y los LB2.

Los LT se dividen en células T colaboradoras (QDAcélulas T citotoxicas (CDR

Ambas clases de linfocitos cumplen distintas funciones y presentan receptores T
especificos para el reconocimiento antigénico.

Las células que participan en la respuesta inmune se encuentran organizadas formando
tejidos y drganos linfaticoEs en estos dérganos linfag donde los linfocitos pueden
interactuar con células no linfoides que son importantes tanto para el desarrollo del sistema
inmune como para la iniciacion de la respuesta inmune. Los principales 6rganos linfoides
se clasifican en primarios, donde se gemeramaduran los linfocitos y se produce la
seleccion negativa de los clones autoreactivos, y organos linfoides secundariesselond
inicia la respuesta inmune adaptativa. Lagados linfoides primarios son la médula 6sea,
donde se originan los LB y LT, y el timo donde maduran los LT. Los LB maduran en la
médula 6sea y posteriormente en el bazo.

Una vez concluida la maduracion en los érgdirdaticos primarios I8 LB y LT virgenes,

es decir, aquellos que aun no han entrado en contacto con un antigeno, circulan
continuamente desde la sangre hacia los tejidos linfoides secundarios. En presencia de un
agente infeccioso, los linfocitos que reconocen el antigeno quedan retenidos en el tejido
linfatico secundario donde se activan, proliferan y se diferencian en célulasrafect
proceso que lleva varios dias. Luego estas células efectoras migraran hacia las zonas de
inflamacién para eliminar al agente infeccioso.

El reconocimiento del antigeno por parte de los linfocitos requiere la intervencion de las

CPA profesionales que tienen la capacidad de presentar antigenos en su sugletficie ¢

12
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en el contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)ale clas

| ylo de clase Il. Estas células captan y procesan antigenos pertenecientes a agentes
infecciosos o0 antigenos propios que luego son presentados a los linfocitos. kssdelon
linfocitos que pudieron reconocer al antigeno, a través de sus receptores especificos, se
activan y comienzan a proliferar. Segun el tipo de microorganismo y el microambiente, el
sistema inmune desencadenara una respuesta adaptativa de tipo humoral o celular.

Tanto los mecanismos de respuesta inmuanata como los de la adaptativa forman un
sistema de defensa que funciona cooperativamente. La inmunidad innata no s@o prove
una primer linea de defensa contra los agentes patdégenos, sino que tamhbiémijiosg

roles importantes en la induccion y modulacion de la respuesta inmune adaptgtiva (

1).

TEJIDO NO LINFATICO TEJIDO LINFATICO
Células estromales Y 5
(Fibroblastos, cel. Epiteliales) - a Macréfago . Thlo Thy: waus
. { e P '/ﬁ\‘ /_\\ SrmEsEsugL ’meoc.B
i S i (i /8
MIP-te | S O y (
ol \_Z IL-12 @

MCP-1 CD4 - T helper IL-6

Granulo cito

GM-C5F / CD apoptética
THFo ’J‘t IFNS 4\,

-1 \ » " &
T e®e 3 e

! Bacteria Al

> O //'(;élulas Dendriticas Maduras
Células Dendriticas [nmaduras 4 s CD8
Amplificacion de la respuesa inmune innata Amplificacion de la respuesta

inmune adaptativa

Figura 1. Células que participan en la respuesta inmune. El sistema inmune consta de dos tipos
de respuestas: la innata y la adaptativa. Las dos respuestas se encuentran intimamente
relacionadas.

2. INMUNIDAD INNATA

2.1. Barreras naturales
Se estima que una persona adulta posee 4@ superficie de mucosas. Ello brinda a los
diferentes microorganismos patdégenos una amplia area, expuesta al medio externo,

potencialmente colonizable. Para hacer frente a este desafio, las mucosas ponen en juego un

13



Tesis de doctorado Diego Guerrieri

amplio conjunto de mecanismos microbiostaticos y microbicidas propios tanto de la
inmunidad innata como de la adquirida.

Los epitelios que recubren los tractos no presentan una organizacion unica. Enalé cavid
oral, la faringe, el esofago, la uretra y la vagina el epitelio es estratificado. La mucosa
intestinal esta recubierta por un epitelio simple, mientras que las vias aéreas hay un epitelio
simple o estratificado, de acuerdo con la region analizada. La continuidad del epitelio
constituye una barrera formidable contra la penetracibn de microorganismos y
macromoléculas potencialmente perjudiciales. Ademas de generar una barrera fisica que
impide el paso de los microorganismos, ldsllaé epiteliales pueden inducir la iniciacion

de la respuesta inmune innata. Se ha deadsijue el cultivo de células epiteliaiewitro

pueden aumentan la expresién inducible de péptidos antimicrobidfiokuego de la
exposicion a LPS las vias aéreas demuestran una refractaridad mayor a ser colonizadas por
bacteriad'® Sin embargo, la resistencia que ejerce por ejemplo el epitelio pulmonar es
totalmente local ya que no hay proteccion contra la inoculacion intraperitoneal o
intravenosa de bacterfas Es notable que esta resistencia se puede inducir en ratones
deficientes de neutrdfilos, macrgfss, mastocitos, CDs, NK y linfocitds Se ha
demostrado que las células epiteliales estidas con PAMPs o citoquinas pueden matar
microorganismos directament&’® Esto se debe a que luego del estimulo con productos
microbianos las células epiteliales aumentan la produccidon de mudltiples péptido
antimicrobianos. Estos péptidos antimicrobianos producidos por las células epiteliales
limitan la sobrevida de los patdgenos geneeali® al aumentar su permeabilidad por la
disrupcién de la pared y la membrana celular. Ademas, se ha descrito que en respuesta a
una infeccion o herida, las células epitekaproducen gran cantidad de citoquinas
proinflamatorias y quemoquinas como TNF, IB-1L-6, IL-8, GM-CSF, CXCL5 vy
leucotrienos lo que permite el reclutamiento de neutréfilos, macréfagos, monocitos y
NK 1218 Ademas de eliminar patdgenos y reclutar células de la respuesta innata el epitelio
también direcciona la naturaleza de la respuesta inmune adaptativa. Por ejemplo, en
respuesta a ciertos virus, helmintos o alérgenos, agonistas de TLR las células epiteliales
producen linfopoyetina del estroma timiGolL-25, GM-CSF, IL-33 que promueven un
reclutamiento selectivo de CDs y una desviadéna respuesta inmune adaptativa hacia

un perfil Th2%*8

14
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2.2. Sustancias Microbicidas

Durante el curso de una infeccion, la respuesta inmune innata controla la praopagacio

los microorganismos pero muchas veces es la posterior respuesta inmune adaptativa a
través de los linfocitos T la que logra la contencién y/o eliminacion del patogenio. Po
tanto, la evolucion de un individuo expuesto a un patégeno estad determinada por varios
factores que incluyen el acervo genético y la especificidad y fortaleza de los mecanismos de
defensa montados contra el patégeno. El sistema inmune innato del hospedador es capaz de
detectar PAMPs que son estructuras moleculares conservadas producidas exclusivamente
por los microorganismos que son esenciales para el funcionamiento de los'fi&inos
reconocimiento por los PRR®cilita la fagocitosis del patégeno o genera las sefales
necesarias para la induccién de una adecuada respuesta fiimmeoevolucién de los
patdgenos y el hospedador ha llevado a la generacién de un grupo diverso de péptidos
producidos por el hospedador con la capacidad de matar a los patégenos. Estas moléculas
llamadas péptidos antimicrobianos (AMPS) se encuentran practicamente en todas las
formas de vida; en organismos como las bacterias o en plantas y también en invertebrado
y en vertebrados incluyendo a los mamiferos. Entre este Ultimo grupo, los humanos
presentan varios tipos celulares que sintetizan y secretan AMPs, como las células
epiteliales, los queratinocitos, los neutréfilos, macrofagos y NK. Estos péptidanmerd
considerados como parte de la respuesta menionata. Tienen la capacidad de unirse y
matar a los patdgenos pero todavia no es claro como la mayoria de estos péptidosse u

los PAMPs y como facilitan la fagocitosis por parte de los macréfagos. Por lo tanto, no se
sabe si la mayoria de los AMPs pueden ser considerados PRR. Algunos AMPs se expresan
de forma constitutiva pero otros son sintetizados luego de producidas las sefiales de
infeccién tanto de mediadores exdgenos como endégéhos

Clasicamente los AMPs son péptidos cortos, altamente catiénicos, con un diverso
repertorio de actividades dentro del sistema inmune innato. Estos polipéptidos son capaces
de aumentar la fagocitosis, estimular la liberacion de prostaglandindsalinau los

efectos sépticos del LPS, promover el reclutamiento y acumulacion de diversasdeglulas
sistema inmune al foco inflamatofipentre muchas otras funciones. En los ultimos afios,
estas moléculas comenzaron a ser consideradas como una posible alternativa para el

manejo de procesos infecciosos. Hasta el momento, mas de 1400 AMPs han sido
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descubiertos y descriptos en numerosas especies (ver base de datos de péptidos
antimicrobiandos: http://aps.unmc.edu/AP/main.php). La clasificacion de estosopéptid
tomando en cuenta la homologia estructural de motivos permite describir dos familias para
los AMPs de origen eucariota: los AMPs catiénicos y los no catiéflid@isprimer grupo

es el mas grande e incluye a las defensinas, catelicidinas y a las serpinas como el elafin y el
Inhibidor Secretorio de Proteasas Leucocitario (SLPI), el cual sera tratado en detalle mas

adelante (Figura 2).

Peptidos Antimicrobianos

Macroéfago *
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urfactante
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Figura 2. Defensas del epitelio pulmonar . Ademés de la secrecion de liquido surfactante, las

U
=
=

células epiteliales y las glandulas submucosas secretan moco y péptidos antimicrobianos como las

defensinas, catelicidinas y las serpinas como el elafin y el SLPI.

Los AMPs son mayoritariamente péptidos que presentan una gran flexibilidad
conformacional y diversas estructuras secundarias, estas caracteristicas les permiten
insertarse en biomembranas logrando la disrupcién de la integridad. En geveeral, |
péptidos catidnicos interfieren la integridad de la membrana bacteriana formaatks ca
idnicos que aumentan la permiiglad de la membrana y que finalmente llevan a la lisis de

la célula bacteriana.

16



Tesis de doctorado Diego Guerrieri

En las bacterias Gram positivas se ha demostrado que varios péptidos se unen a
lipopolisacaridos de la pared bacteriana ybawcterias Gram negativas estos péptidos
pueden permeabilizar la membrana externa promoviendo su propia incorpGra&ion

pesar que algunos péptidos pueden ser considerados antibioticos naturales por su alta
concentracion en sitios especificos, muchos otros AMPs presentan una baja actividad
microbicida en las condiciones fisioldgicas en las que se encuentran. Sin embargo, a pesar
gue los AMPs ganaron importancia originalmente por sus funciones antimicrobianas
actuando de forma direéfahoy se sabe que muchos de estos péptidos catiénicos no actiian
de esta forma. Por ebntrario, en ciertas condiciones, s descrito un gran nimero de

nuevas funciones en el contexto de la respuesta inmune para estos péptidos.

Algunos AMPs estan involucrados en la transicidn hacia la respuesta inmune adaptativa, ya
que se ha demostrado que son factores quimiotacticos para mdhocicgdulas T° y

ademas pueden modular la diferenciacion de CDs y modificar la induccién de la
polarizacién de células T efectofasSin embargo, algunos de estos péptidos son capaces
de funcionar como factores de control por retroalimentacién negativa que facilitan la
resolucién de los procesos inflamatoffosPor lo tanto, es posible que un mal
funcionamiento de estos sistemas de conpanl,ejemplo una falla en la produccion de los
péptidos, puedan ser los responsables de amplificar y perpetuar los procesos inflamatorios.
Como se ha descrito, el rol del los AMPs en la inmunidad innata y losoblam los
patégenos ha sido muy bien estudiada. Sin embargo, todavia no se sabe cémo estos AMPs
modifican la fisiologia de la respuesta inmwataptativa. En particularo se ha descrito

con claridad como intervienen en la respuesta de las células T y este es un punto muy
importante ya que una respuesta T colaboradora adecuada, por ejemplo Thly Th2, frente a
patdgenos intracelulares y extracelulares eetfpamente, permitird la resolucién o la

perpetuacion de los procesos inflamatorios.
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2.3. Componentes celulares de la inmunidad innata

Neutrdéfilos

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) se originan a partir de un grupo de células
progenitoras presentes en la medula 6sea, no destinadas exclusivamente a la produccion de
neutrofilos. En sangre los neutrofilos se ent@endistribuidos en un “pool” circulante,
presente en los grandes vasos sanguineos y un “pool” marginal que comprendeigsnulo
arrestados transitoriamente en capilaregelstrs, sobre todo pulmonares. Ante la presencia

de estimulos proinflamatorios, el endotelio de los vasos que irrigan el tejidmaaid

sufre modificaciones en el patron de expnesle moléculas de adhesion que constituyen

las sefiales desencadenante de la adhesion de los neutréfilos al endotelio, los cuales se
extravasan posteriormente en respueststémulos quimiotacticos. A medida que los
neutréfilos llegan al sitio de inflamacion para eliminar a los agentes patdégenos, provoca
un aumento de LTB4 e IL-8 incrementando el reclutamiento de leucocitos al foco
inflamatorio. Ademas, factores liberados por los neutréfilos pueden clivartat fadel
complemento liberando a C85que también es un quimioatractante.

El neutrdéfilo cuenta con distintos receptores de reconocimiento para poder desplegar su
potencial microbicida. Ellos son los receptores para componentes del complent&hito (C
CR3; CR4), los receptores para la porcion Fc de la cadéRkcg/llA y RFcylllb) y los
receptores de tipo Toll (TLR1; TLR2; TLRZALR5). A través de estos receptores los
neutréfilos reconocen como extrafios a los microorganismos y desencadenan respuestas que
contribuyen a controlar la infeccion.

Cuando el neutréfilo entra en contacto con el microorganismo patégeno, lo envuelve
mediante seuddpodos, dando origen uma vacuola fagocitica o fagosoma.
Simultaneamente, los lisosomas primarios se unen al fagosoma dando origen al
fagolisosoma; dentro del mismo el microorganismo es sometido a la acciés sistdmas
citotoxicos diferentes, uno dependiente de especies oxidantes derivadas del oxigeno
(oxigeno dependiente) y el otro oxigeno-indefente. Los primeros estan mediados por la
produccién de intermediarios reactivos del oxigeno (IRO) y comprenden ai anié
superoxido (@), peroxido de hidrogeno ¢8,), anion hipoclorito (ClO-), radical hidroxilo

(OH-), oxigeno singulete (10 y cloraminas. Todos los IRO producidos por los fagocitos

derivan del anién superdxido y la enzima responsable de su generacioiNAD P
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oxidasa. EI mecanismo microbicida oxigeimalependiente esta mediado por péptidos
cationicos, otras proteinas bactericidas y proteasas.

Los neutrofilos contienen al menos los siguiente cuatro tipos de granulos: granulos
azurofilos (también conocidos como primarios), granulos especificos (también conocidos
como secundarios), granulos de gelatinasa (conocidos como terciarios) y granulos
secretorios™. Los granulos se clasifican de acuerdo a su contenido proteico y su capacidad
para ser exocitados luego de la activacion del neutrdfilo frente a un estimulo inflamatorio.

Los granulos azurdfilos presentan poca exsisEty se cree que estan relacionados con la
degradacion intracelular de microorganismos en el fagolisosoma. Estos graoubfitoaz
presentan gran cantidad de mieloperoxidasa (MPO), proteina que incrementa la
permeabilidad bacteriana (BPI), defensinas y proteasas como elastasa, catepsina G y
proteinasa 3. A pesar de que se ha demostrado hace tiempo que estas serinoproteasas
poseen actividad antimicrobiafa vitro, la importancia de esta actividad microbicida

vivo sélo se ha demostrado recientemente. La generacion de ratones deficientes en elastasa
demostré que esta proteasa es requerida para la eliminacién de ciertas bacterias Gram
negativa¥. Ademas, la elastasa y la catepsina G contribuyen a la proteccion contra ciertas
infecciones fungicda La elastasa pertenece a una clase de serino proteasas que presentan
un alto grado de homologia a nivel de cDNA y secuencia de amino&cidos con las granzimas
presentes en los linfocitos T citotoxicos, ynda quimasa y triptasa de los mastocitos.
Todas las serino proteasas de esta clase contienen histidina, acido aspartico y serina en la
triada catalitica de la enzima. El gen que codifica para la elastasa se encuentra en el
cromosoma 19 en humanos y en el cromosoma 10 en rdfohaselastasa neutrofilica es
sintetizada como un zimogeno que requiere dos procesamientos separados del extremo
amino terminal para formar la enzima activa. Rapidamente, luego de la sintp&ystjds

sefial es removido por una peptidasa dejando en el extremo N-terminal una prosecuencia de
dos residuos de aminoacidos. La remocion de este prodipéptido ocurre durangpeltgan

hacia los granulos y requiere la actividad de la dipeptidil peptidasa (DPPI) conocida como
Catepsina &. El mismo proceso que sufren las granzimas y las quimasas. La elastasa sufre
ademas el procesamiento de su extremo C-terminal. A pesar que el procesamiento del
extremo C-terminal no se requiere para obtener una enzima activa, este procesamiento es

necesario para direccionar a la elastasa hacia los grén{#agira 3). Se ha demostrado
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que el procesamiento del extremo C-terminal expone un sitio de acople que permite la
interaccion de la elastasa con la proteina adaptadora AP3. AP3 es una proteina cargo

responsable del trafico de las proteinas desde el trans-Golgi hacia los g¥atiulos

Secrecion

" \{@\ Consia ‘ ?@
~ = / Secrecien /" _
/ F regulada [\ %0

Enzima sin C-terminal

@)’@) ) Membrana

Plasmatica

Reticulo
Endoplasmatico
Rugoso

Pro-enzima
degradada

Enzimacon |
C-terminal intacto

Pre-pro-enzima Pro -enzima

Peptido seﬁaw 8
o Prodipeptido <. . o \ég:g“m
Sitio de Reconocimiento Extremo C-terminal
AP3

FIGURA 3. Tréfico intracelular de las serinoproteasas. Las proteasas se sintetizan como pre-
pro-enzima y son procesadas por una peptidasa en el Golgi para formar una pro-enzima. A través
del Golgi la pro-enzima es procesada por la dipeptidil peptidasa | (DPPI) que cliva el prodipeptido.
Luego pasa a los granulos donde una proteasa cliva el C-terminal que permite a la enzima
interactuar con AP3 y se almacena en los granulos donde espera la sefial adecuada para la
secrecion. En ausencia del DPPI, la proenzima es degradada (d) secretada constitutivamente (e).
Si el C- terminal queda intacto, no se produce interaccion con AP3 y la enzima es llevada a la

superficie celular (b, f).
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La elastasa, como la proteinasa 3, clivan preferentemente después de residuos’te valina
Sin embargo, esta proteasa tiene un amplio rango de sustratos, incluyendo a la mayoria de
las proteinas que forman parte de la matriz extracelular (ECM). En condiciones normales la
actividad extracelular es inhibida por las serpinas que son los inhibidores enddgenos de las
serino proteasas. De esta formalastasa puede ser inhibida pdrantitripsina, elafin y
SLPI*. Las serpinas funcionan presentando un sitio ideal como sustrato para la proteasa,
esto lleva a una reaccion que atrapa a lanemz distorsiona el sitio catalitico de la
proteasa inactivandofd. El rol del SLPI sera descrito en profundidad méas adelante en este
trabajo.

Las serino proteasas producidas por el neutréfilo pueden generar protedlisis extracelular a
pesar de la presencia de inhibidores. Alguestudios indican que la gran cantidad de
oxidantes y proteasas liberadas por los leucocitos en el foco inflamatorenmadntepasar

e inactivar a las serpinas causando dafio tféyRigura 4).
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FIGURA 4 . La funcién del neutréfilo . El bloqueo de las serino proteasas puede ser efectivo para
detener el dafio tisular. Sin embargo las anti-proteasas pueden ser inactivadas por los productos

derivados del metabolismo del O,.

21



Tesis de doctorado Diego Guerrieri

Monocitos

Los monocitos representan el 10% de los leucocitos que circulan por la sangre en los
humanos y el 4% en ratones. Estas células juegan un rol importante en el desarrollo y la
homeostasis del cuerpo ya que pueden remover células apoptoéticas y eliminar compuestos
t6xicos™*. La funcién mas conocida de los monocitos es la de ser un reservorio de los
precursores mieloides para la renovacion en los tejidos de los macrofagos y CDs
residente$“®*’ Sin embargo, los monocitos en sangre periférica cumplen diversas
funciones en procesos inflamatoffbd.os monocitos tienen varios receptosesvenger

que los permite reconocer microorganismos 0 células apoptéticas y producir en
consecuencia grandes cantidades de moléculas eféttras La inflamacion producida

por infecciones tiene un profundo efecto sobre el nUmero de monocitos en la sangre. Estos
estimulos generan un aumento en el nimero de monocitos que egresan de la metula 6sea
En humanos los monocitos presentan una morfologia tipica con una forma irregular, un
nacleo oval, con vesiculas en el citoplasma y una alta relacion citoplasma/nucleo. A pesar
de ello, son muy heterogéneos en cuanto a su tamafio y forma y resulta dificultoso
distinguirlos por morfologia de células NK, CDs de sangre periférica o linfocitos activados.
En los dltimos 25 afios, han surgido muchas evidencias que demuestran que el rol de los
monocitos en los procesos inflamatorios fisiopatoldégicos puede ser explicado por la
existencia de subpoblaciones en los monocitos de sangre periférica. Los monocitos
humanos se caracterizan por la expresion de Csf-1r (CD115) y el receptor CX3CRL1 y por la
ausencia de CD3, CD19 o CD15. En afos recientes los investigadores han identificado
distintas subpoblaciones de monocitos de amgeriférica en humanos; dos de estas
subpoblaciones hoy se consideran CDs y otras tres subpolaciones han madatenido
denominacién de monocitos definidas por la presencia de CD14 y*€ff1®entro de

estos monocitos, las células CD14+ CD16- espntan el 80-90% de los monocitos en
sangre periférica y expresan altos niveles de CCR2 y bajos niveles de CX3CR1 mientras
que producen IL-10 en respuesta a liPGitro® °° En contraste las células COCD16'
expresan altos niveles de CX3CR1 y bajos niveles de CCR2 y producen: ENF-
respuesta a LPS y son llamadnenocitos proinflamatorio¥. Muchos estudios muestran

que en pacientes con inflamacién agfidaenfermedades infeccioda® estos monocitos

CD16" se encuentran en mayor cantidad en la sangre. Resulta interesante sefialar que estos
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monocitos CD16disminuyen su presencia frente al tratamiento con glucocorticdiGas
embargo, dentro de este grupo CD®&iste un subgrupo que expresa bajos niveles de
CD14. Esta subpoblacién COT2CD16" no producen TN o IL-1 en respuesta a LPS

( Tabla 1).

MONOCITOS I [l 11
% de poblacién en SP 80-90 5-10 5-10
CD14 + + -
CD16 - + +
CCR2 + - &?
CX3CR1 - + &?
Rta. a LPS IL-10 TNF-a., IL-1 &?

Tabla 1. Expresion diferencial de moléculas de superficie y expresion de citoquinas en las

poblaciones de monocitos de sangre periférica (SP)

Macréfagos

Los macréfagos son células con alta cagatifagocitica, que presentan gran capacidad
microbiostatica y microbicida, mediada poecanismo oxigeno-dependiente y oxigeno-
independiente. Los macrofagos se originan a partir de monocitos circulantes que al
extravasarse se diferencian. Los macrofagos establecen poblaciones estables en los diversos
tejidos y asumen fenotipos especializados. Actian como CPA profesionales al presentar
péptidos antigénicos a los linfocitos T a través de moléculas MHC | y lledpuasta al
reconocimiento de PAMPs o citoquinas producidas por los propios macréfagos o por otras
células del sistema inmune, los macrofagos secretan un amplio espectro de citoquinas.
Segun el microambiente en el cual se ha diferenciado y la naturaleza y tenor dddas sefia
censadas, el macrofago podra activarse de forma diferente y manifestar un perfil funcional
particular. En presencia de IFN-producido por las célulaactivadas Thil, las CD§ las

NK, los macrofagos aumentan su capacidad de presentar antigenos, auméntiesidale
citoquinas proinflamatorias (IL-12 e IL-23) y diadores toxicos, y aumentan la fagocitosis

mediada por complemento. Los macrofagos adquieren la capacidad de matar bacterias,
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especialmente intracelulares. Los macrofagos activados por la via clasica se denominan
macrofagos M1y cumplirian un papel proinflamatorio. Por el contrario, en los ultimos afios
se han propuestos vias alternativas de activacion de los macrofagos llamados M2. Estos
macréfagos M2 se activan por la via alternativa en presencia de IL-4 e IL-13 producidas
por células Th2, NKT, baséfilos mastocitos y eosindfi6s Los macréfagos M2 se cree

gue actian frente a patdgenos extracelulares, como los helmintos, aumentando la secrecién
de citoquinas como IL-10 y favorecerian la respuestas de tipo Th2 promoviendo la

angiogénesis y la reparacion tisGfqFigura 5).
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Figura 5. Modelo de activacién de macréfagos en el contexto de la respuesta inmune. Para

su activacion los macréfagos requieren dos sefiales: una es el reconocimiento del PAMPs por los
PRR y otro es la estimulacién con citoquinas presentes en el microambiente. (a) La presencia de
IFN-y generada por células de la inmunidad innata o las células Thl y la sefializacion a través de
PRR induce la activacion clasica del macréfago, M1(b). Los eosindfilos, baséfilos generan la
primera sefial al secretar IL-4 e IL-13 y luego de la estimulaciéon por PAMPs, los macrofagos se

activan por la via alternativa favoreciendo la generacion de una respuesta Th2.
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Células Dendriticas

Las células dendriticas tienen una amplia distribucion por todo el organismo y son las
principales células presentadoras de antigenos ya que son las Unicas capaces de generar una
respuesta inmune primaria al procesar y presentar antigenos a la célula T virgenes. Se
encuentran en tejidos linfoides y no linfoides. Ademas se caracterizan por la presencia de
determinados marcadores de superficie y por su morfologia. Los marcadores mas
caracteristicos que poseen son: moléculad e de clase | y de clase Il; moléculas
CD1la, CD1b y CD1c; moléculas accesorias como CD40, CD44, CD11a, CD58 y CD54 y
moléculas coestimulatorias como CD80 y CD86, entre otras. La expresidn de estos
marcadores depende del microambiente donde se encuentran y del estado de maduracion de
las CD§’.

Las CDs se originan a partir de un precursor mieloide o linfoide en la médula 6sea. Sus
precursores mieloides circulan por la sangre dirigiéndose hacia los tejidos periféndes d
permanecen como CDs inmaduras. En cansbi® precursores linfoides circulan por la
sangre e ingresan directamente en los érglamfésicos secundarios.as CDs inmaduras se
caracterizan por su alta capacidad para capturar y procesar antigenos y por su baja
capacidad para estimular linfocitos. La captacion de antigenos esta mediada por procesos
de macropinocitosis, endocitosis mediada por receptores y fagocitosis. Este proceso de
captacion es muy eficiente. En presencia de un agente infeccioso y delareslia
inflamatorios las CDs inmaduras, sufren caslgue les permiten interactuar y activar a

los linfocitos estimulando la linfoproliferacion. Como primera modificacién pierden su
capacidad endocitica y aumentan la expresibn de moléculas coestimulatorias como
CD80/CD86 y moléculas del MHC de clase | y de clase Il. Ademéas modifican la expresion
de receptores de quemoquinas lo que les pemmigrar hacia los ganglios linfaticos mas
proximos donde se encuentran con los linfocitos.

Las CDs maduras son eficientes estimulagade los LB y LT. Las células B pueden
reconocer directamente a los antigenos a través de sus receptores, sin embargo, los LT
necesitan que el antigeno sea procesado y presentado por las CPA en el contexto de la
molécula del MHC. El receptor de las dakiT reconoce fragmentos del antigeno unido a
moléculas de MHC sobre la sufieie de las CPA. Los péptid unidos a MHC de clase |
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estimulan a las células T citotoxicas (LTo)ientras que los péptidos unidos a MHC de
clase Il estimulan a las células T colaboradoras (LTh).

Luego de la maduracion, las CDs migran hacia los ganglios linfaticos mas proximos en
donde se encuentran con los LT virgenes. La activacion de los LT comienza cuando el
complejo receptor de linfocitos T (TCR) reconoce un péptido especifico alojado en el surco
de union al péptido de la molécula de MHC presente en la superficie de la CPAsAdem
para que la activacion sea eficiente es necesaria la presencia de moléculas coestimulatorias
en la superficie de las CPA como CD80 y CD86 que interactian con CD28 presente en la
superficie del LT. Estas dos sefiales MHC-péptido-TCR y CD80/CD86-CD28 inducen la
activacion del LT. A su vez, los LT activados enviaran sefiales a las CPA, a través de la
liberacion de citoquinas y la expresion de moléculas de superficie como CD40,
activandolas e induciendo una mayor expresiOMHEE de clase 1y Il; facilitando de esa
manera la presentacion antigénica.

Al activarse los LT no sélo se expanden gjne también se diferencian a células efectoras
capaces de mediar diferentes acciones. Mientras que la activacion de los [ EoGMae

a su diferenciacion en linfocitos T CDB8itotoxicos, la activacion de los LT CDguede

llevar a su diferenciacibn en al menos cuatro perfiles diferentes: Thl, Th2, Thl17, T
reguladoras inducibles (&f)

La decision sobre el tipo de célula al que se va a diferenciar el LT @i#n ocurre

luego del reconocimiento antigénico (sobre células que expresen MHC de clase Il), durante
la expansion clonal y esta determinado por el microambiente de citoquinas presentes en el
medio. Por ejemplo, la presencia de IL-12 induce la diferenciacion a un perfil Thl; en
cambio la presencia de IL-4 induce la difegsiacion a Th2. En los ultimos afios se ha
caracterizado a las poblaciones Thl7 yyT Aparentemente, para que se induzca la
produccion de Th1l7 seriarecesarias las citoquinas TGF- IL-6; en cambio en ausencia

de IL-6, TGFf induciria iTeys ESte esquema es una sobre simplificacion de lo que
realmente ocurre vivo, ya que se ha demostrado que otras citoquinas como IL-18, IL-21,
IL-23, IFN-y, entre otras, participan en la polarizacion de las diversas respuestas celulares
T%,

Una vez generado un determinado patron de células T colaboradoras, éstas comenzaran a

producir un patrén de citoquinas caracteristico. Las células Thl producen
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fundamentalmente IFN- e IL-2, y también TNM. Las células Th2 producen
principalmente IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-D e IL-13. Ambas poblaciones comparten la
capacidad de producir ciertas citoquinas comti_ 18 y el factor estimulante de colonias

para granulocitos y macrofagos (GM-CSF). Por otro lado las células Th17 expresan IL-17 e
IL-22%,

Independientemente del tipo de respuesta T generada, es interesante remarcar i&lrol cent
de las CDs en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Estas células seran capaces
de desarrollar respuestas citotoxicas, pro-inflamatorias (Thl), respuestas humorales (a
través de Th2 activando a los LB, colaboracion T-B), respuestas autoinmunes (Th17) o

respuestas supresoras (Treg).

Otros componentes celulares de la Respuesta Inmune Innata

Las células asesinas naturalBi), constituyen el 15% de $olinfocitos sanguineos, y se
originan de precursores linfoides de la medula 6sea. Se diferencian de los linfocitos por su
mayor tamafo y granularidad y también se pueden distinguir funcionalmeotelde y

LT por su capacidad para lisar células semsibilizacion previa. Los marcadores tipicos
para las NK son CD56 y CD16. Estas células cumplen un papel destacado en el control de
infecciones con patdgenos intracelulares, ialaTion de células tumorales y determinacion

del perfil de la respuesta adaptativa frente a patdgenos.

Los linfocitos Td son abundantes especialmente en los epitelios de las mucosas y
constituyen solo una pequefa proporciorcélelas T circulantes. Estos linfocitogdTson
linfocitos intraepiteliales y presentan un repertorio de receptores dirigido
fundamentalmente contra determinados antigenos bacterianos o virales.

Los linfocitos B1 son una subpoblacién quedgerencia por su localizacién anatomica,
funcionalidad y fenotipo de los linfocitos B convencionales. Los Bl son lakasél
productoras de los anticuerpos IgM naturales, presentes en el suero, y prodicidas a
ausencia de cualquier antigeno especifico. Estas células B1 son la poblacion B dominante
en la cavidad peritoneal y pleural y presentan un fenotipo caracteristico de aétiviadas

con un mayor tamafo celular que las células B convencionales. Los anticuerpos producidos
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por las Bl participan en una variedad de procesos fisiolégicos como la eliminacion d
células senescentes o0 apoptéticas, la regulanmune y la resistencia a infecciones.

Los eosindfilos constituyen en individuos sanos 2-5% de los leucocitos circulantes. Son
capaces de fagocitar y destruir microorganismos pero su principal fuscgtravés de la
liberacion del contenido de sus granulos citoplasmaticos. Los eosindéfilosraioios por
determinados productos que liberan las células T y los mastocitos en el foco inflamatorio y
luego de la unién de complejos inmunes al receptor Fc degranulan liberando la toxina MBP
(proteina basica mayor). Estas células cumplen un rol importante en el combate de
infecciones por parasitos y por otro lado estan involucrados en patologias como alergia,

asma y dermatitis.

Los basdfilos constituyen el 0.2% de leucocitos circulantes. Los basofilos sanguineos
maduros presentan granulos recubiertos por membranas que contienen heparina e
histamina entre otros mediadores. Estas células producen ademas mediadores como LTC4,
IL-4 e IL-13 que contribuyen a la inflamacion en la alergia. Sin embargo, se cree que los
basofilos cumplen un papel importante en los procesos inmunitarios contra parasitos.

Por otro lado los mastocitos se dividen ers dategorias segun su distribucion tisular:
mastocitos de tejido conjuntivo y mastocitos de mucosas. El estimulo que desariaaden
degranulacion suele ser un alérgeno. Para que esto ocurra, el alérgeno debe ser capaz de
entrelazar las moléculas de IgE unidas asuperficie del mastocito a través de sus
receptores FRRIl. La degranulacion de los basofilos y mastocitos es siempre masiva
liberandose simultaneamente todos los granulos de la célula. Algunos de los mediadores
que se liberan en el proceso como la histamina son los causantes de los sirtimosg®0

la alergia.
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3. RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

3.1. Componentes celulares

Los linfocitos B constituyen el 5-15% del conjunto de linfocitos circulantes. Se caracterizan
por la presencia de inmunoglobulinas en su superficie que actitan como receptores
especificos de antigenos. La mayoria de las células B humanas de sangre periférica
expresan dos isotipos de inmunoglobulinas sobre su superficie, IgM e IgD. La
inmunoglobulina se encuentra asociada a otrdéaulas de la superficie de la célula B
formando el complejo receptor B (BCR). Estaoléculas accesorias son heterodimeros

Iga (CD79a) e I (CD79b) y participan en el fenébmeno de activacion celular. Las células

B se activan cuando se unen a sus antigenos especificos libres, pero necesitan la
colaboracion de las células T para ser activadas. Luego de la activacion muchosiblastos
células B maduran y dan lugar a células productoras de anticuerpos, que evolicionan
vivo y se convierten en células plasméticas totalmente diferenciadas. La vida media de |
plasmocitos es corta, se destruyen por apoptosis luego de unos cuantos dias.

Los linfocitos Tap se pueden subdividir en dos poblaciones diferentes: una subpoblacion
posee el marcador CD4 es la célula T colatana (Th), mientras que la otra subpoblacion
posee el marcador CD8 y ejerce una funcion citotéxica (CTL). Como se detallara mas
adelante, las células Th tambiée pueden clasificar de acuerdo con las citoquinas que
secretan: Thl, Th2, Th17 y Treg.

La respuesta de los CTL es necesaria para el control de infecciones bacterianas y virales.
Los CTL llegan al foco inflamatorio y destruye especificamente las células infectadas o
células tumorales. La respuesta de las C€heivarias fases: la fase inductora los CTL
virgenes son activados por CPA y sufren una gran expansion y adquieren el fenotipo
efector. En la fase efectora los CTL maduros viajan desde los ganglios donde se activaron
al foco inflamatorio y producen la eliminaciéon del patdégeno al matar a las células
infectadas o eliminan las células tumorales. Luego comienza la fase de contraccion en la
cual mueren 90-95% de las células expandidas, el resto se mantiene como células de
memoria. En la fase de mantenimiento de la memoria se conserva un nimero constante de
células de memoria por muchos afios en el hombre y frente a una reexposicion al patégeno

estas células generan una mejor respuesta inmune mas rapida y &fectiva
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3.2. Activacion T

El reconocimiento en el ganglio linfatico de un complejo antigeno-MHC por parte del TCR

y la uniébn de moléculas coestimuladoras desencadenan un sistema de transduccion de
sefiales dentro de la célula T. Uno de los primeros acontecimientos es la fosforilacion de los
motivos ITAM (immunoreceptotyrosine-phosphorylated activah motif) localizada en la

cola citoplasmatica de la cadehdel CD3 por parte de la tirosin kinasa (TK) de la familia

src (Lck and Fyn) La tirosin kinasa ZAP-70 también se une a ITAM y se activa, activando a

su vez a la fosfolipasa C que desencadena una via clasica de transmision de sefiales en la
célula que involucra la generacién de IP3, Ca2 y BABnalmente se forma un complejo

que ubiquitina a IKK, produce la activacion de IHKy este complejo fosforila al inhibidor

IxBo produciendo su degradacion y con ello la activacion deBIFAdemas estas sefales
activan a otros factores de transcripcion latentes en el citoplasma como NFAT (“Nuclear
factor of activated T cells”) y que junto con MB- migran al ndcleo y activan genes
proinflamatorios como IL-2 e IL-2R. La activacion de los LT deriva indefectiblemente en

la produccion de IL-2, oo efecto seria gatillar la proliferaxi y diferenciacion linfocitaria

(Figura 6).
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Figura 6. Activacion T a través del TCR. El NF-xB se encuentra normalmente en el citoplasma
asociado con proteinas inhibidoras denominadas |-xBa. La fosforilacién de I-xBa por kinasas
especificas, activadas por la vias de sefializacion, provoca la degradacion de I-xBa por la via del

proteosoma y permite a NF-xB migrar hacia el nlcleo para ejercer el efecto gendémico.
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3.3. Rol de la IL-2 en la activacion linfocitaria

La activacion de las células T a través BER y moléculas coestimulatorias como CD28
causa la produccion de IL-2 y la expresion del receptor para IL-2(IL-2R). La interaccion
IL-2/IL-2R genera una gran expansion clonal y el desarrollo de células efectoras. Este
modelo coloca a la IL-2 en el centro dedapuesta inmune dependiente de células T. Sin
embargo, fue muy sorprendente encontrar que los animales “knock out” paralllk2ZRo

no eran inmunodeficientes sino que presentaban desordenes linfoproliferativos y
autoinmune¥ % Hoy se cree que la causa de esta autoinmunidad asociada a la falla en el
sistema IL-2/IL-2R se deben a un defecen la generacion de células Treg
(CD4'CD25'FOXP3). Esta poblacion de células suprime los clones T potencialmente
autoreactivos en periferia que escaparon de la seleccidon timica. Ademas se demostré que
animales deficientes en IL-2 podian montar una respuesta protectiva frente a una variedad
de agentes infecciosGs® Por lo tanto, quedo determinado que a pesar que la IL-2 es
esencial para las respuestasnTvitro, no es indispensable para la induccion de una
inmunidad T eficientén vivo. Sin embargo, hoy se cree que la IL-2 es necesaria para
mantener la respuesta T de menfdria

La IL-2 es una citoquina de 15 kDa producida predominantemente por linfocitos CD4+
activados y en menor medida por CD8+ activados. Las CDs activadas, células NK y NKT
también pueden producir IL-2 pero su relevancia biolégica todavia no es cldka? les
rapidamente y transientemente producida luego de la estimulacion del TCR y moléculas
coestimulatorias en linfocitos T virgenes. Como se explicé en la seccién anterior la sefial
generada por el TCR induce AP-1, aumenta los niveles de NF-kBp65/rek activado, y causa
la defosforilacion de NFAT promoviendo su translocacion al nucleo. Este factor de
transcripcion junto con OCT-1 se une a sitios especificos 300 pb rio arriba del promotor
minimo y contribuyen a la transcripcion del gen de IL-2. El mecanismo que deteimina
silenciamiento del gen IL-2 luego de la activacion T es menos conocido pero involucra a
moléculas como Zfxla y CREM®. Recientemente, se ha descrito que T-bet reprime la
expresion de IL-2 al interactuar con Rel-A en regiones préximas al promotor &e IL-2

Por otro lado el receptor de IL-2 esta constituido por 3 subunidadesdl(€B25), IL-
2Rp (CD122) yyC (CD132). Estas 3 subunidades se requieren para formar el receptor de

alta afinidad para IL-2R (Kd~ 18M). El receptor para IL-2, nexiste como heterodimero
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preformado, sino que CD25 inicialmente se une con IL-2 y este evento promueve la
asociacion con CD122 y CD132. Esta estructura cuaternaria induce una sefal intracelular
que depende de los dominios citoplasmé&tide CD122 y CD132. Cuando se encuentran
proximas, Jak-3 y Jak-1 fosforilan residuos tdesina en la molécula CD122, lo que
permite la asociacion del adaptador Shc y luego de Stat5 o Stat3. Por otro lgoioyv8ac

una plataforma para activar las vias de MAPK y PI3K involucradas en el crecimiento
celular y supervivencia Los Stats asociados son entonces fosforilados, forman dimeros y
translocan al nucleo, donde Stat5 es el principal inductor de la expresion de genes
importantes en la funcion efectora. Para llewda célula T a la fase S de la mitosis se
requiere una sefializacién a través del IL-2R sostenida por varia8*hBarslo tanto, la
expansion clonal de células T requiere de alguna forma una fuente prolongada y continua
de IL-2. Con respecto a la induccién de la produccion de IL-2 por antigenos espemific
linfocitos CD4 virgenesn vivo, estudios indican que las células comienzan a producir IL-

2 una hora después del estimulo y que a lag®-61 80% de las células T especificas para

el antigeno producen su méximo nivel de expré3idruego de las primeras 6 horas, la
secrecion disminuye y es indetectable a las 16 hs. En tanto que el mRNA y las proteinas
alcanzan un pico 6-12 hs después del desafio con el antigeno. Por lo tanto, la prauccio
IL-2 in vivoes mas rapida y transiente que la obserirauiro® ®’

Por otro lado, CD25 se expresan en forma constitutiva en células T regulatorias naturales
CD4+Foxp3+. Como en las células efectorasxlaresion de CD25 en Treg es influenciada

por la activacion del TCR y el aumento de IL&&ra molécula que regula los niveles de

CD25 en las células Treg es TRE®.

3.4. Mecanismos efectores de la respuesta inmune adaptativa

Entre los mecanismos efectores mas importantes de la respuesta inmune adaptativa se
encuentra la generacion de anticuerpos por parte de los linf&ith®s anticuerpos
presentan especificidad hacia los antigenos microbianos y pueden inhibir el proceso
infeccioso bloqueando directamente la penetracion del patdgeno en el organismo. Estos
anticuerpos se denominan anticuerpos neutralizantes. Un mecanismo similar suele se

eficiente en la inmunidad contra toxinas, en este caso los anticuerpos bloguean el sitio
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activo de la toxina. Sin embargo, muchos anticuerpos generados en la respuesta inmune no
son neutralizantes pero sirven para opsonizar al microorganismo y generar otros
mecanismos efectores como son: la activacion del complemento por la via clasica o la
activacion de la respuesta celular mediada a través de los receptores Fc presentes en los
leucocitos.

Otro de los mecanismos efectores de la respuesta inmune adaptativa es la generaciéon de un
pool de linfocitos T citotoxicos. Los linfocitos TCD@&fectores abandonan los 6rganos
linfaticos secundarios donde se activaron y se dirigen a los tejidos inflamados, en busca de
células que presentan el mismo antigeno en el contexto de MHCI que dio lugar a su
activacion. Las CTL pueden destruir a las le&blanco por dos mecanismos que llevan a

la apoptosis: mediante la liberacion de granzimas y perforinas y a través del sistema
FalL/Fas.

Por otro lado, al activarse en los gangliasdiicos los linfocitos TCD4+ no solo se
expanden sino que también se diferencian a células efectoras capaces de mediar diferentes
acciones mediante la secrecion de distintos patrones de citoquinas. La activacion de los LT
CD4" puede llevar a su diferenciacion en cuatro perfiles diferentes: las Thl generan una
respuesta inmune celular al activar macréfagos mediante la secrecion geAMNESF y

TNF-a; las Th2 que promueven la produccion de anticuerpos por parte de los LB al
secretar IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13; [a$h17 que producen una respuesta inflamatoria
aguda al reclutar a los PMN a través de la secrecion de IL-17 e IL-17F y.{deélllas

Treg inducidas) cumplen un papel en el control de la inflamacion al secretar citoquinas
como IL-10 y TGFB. Cabe aclara que antiguamente se pensaba que las T colaboradoras
que actuaban en la colaboracion T-B para la produccion de anticuerpos,sefidi?.la
Actualmente se sabe que los linfocitos T que colaboran con los linfocitos B, son las Thf
(linfocitos T colaboradores foliculares) y que las Th2 son las encargadas de la respuesta
inmunes frente a helmintos, parasitos y alérgenos.

Como ya se menciono la decisidén sobre el tipo de célula al que se va a difexeh@ia

CD4" virgen ocurre luego del reconocimiento antigénico (sobre células que expresen MHC
de clase Il) y durante la expansion clonal. Es decir, no existe predeterminacioraggunetic
favorezca uno u otro linaje. Por el contrario la diferenciacion esta deternpoadas

caracteristicas del microambiente presentelemedio al momento de la activacion. Se
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sabe que el fenotipo efector sera determinado por diversas sefiales en distintos niveles de
regulacién, a saber:

i) el tiempo de desarrollo de la respuestaune: se conoce que la respuesta Thl aparece
mas temprano que la respuesta Th2.

i) el tipo celular que participa en la presentacion antigénica: las células dendriticas o
macrofagos favorecen la diferenciacion Thl, mientras que la mediada por linfocitos B
estimula el desarrollo Th2.

iii) las citoquinas presentes en el microambiente: la IL-12 estimula los clones Thl, mientras
que la IL-4 hace lo propio con los clones Th2. El T&&stimula la generacion de células

Treg inducibles. La IL-6 y el TGB-estimulan la diferenciacion de linfocitos Th17.

Los trabajos pioneros de Mossrfademostraron la existencia de subgrupos de linfocitos
TCD4" a los que denominaron Thl y Th2, que podian diferenciarse segin un patrén
especifico de secrecidon de citoquinas. Las citoquinas centrales de los clones [EhlLs

2 e IFNy y TNF que se asocian a reacciones inflamatorias mediadas por células. Varias
citoquinas del perfil Thl activan redaces citotdxicas, inflamatorias y de
hipersensibilidad retardada. A su vez, édsnes Th2 producen cantidades abundantes de
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Las citoquinas de perfil Th2 son considasadomo
anti-inflamatorias y se asocian con la regulacion de las respuestas alérgicas y de
anticuerpos de gran magnitud.

Szabo y colaboradores describieron la presencia de un factor de transcripcidinpara

el desarrollo Thl al cual denominaron T-BetEste factor de transcripcién pertenece a la
familia T-box y presenta una alta homologia con otros miembros deneitia &anivel del
dominio central de uniébn a DNA. El facto T-bet es el primer factor de transcripcion
involucrado en el control transcripcional de 1N+ tiene efectos sorprendentes en la
diferenciacion Thl. La tranfeccion de T-bet en distintas lineas celulares induce la
activacion de IFNry la incorporacion de T-bet a células Th2 permitié redireccionar el
linaje celular hacia un fenotipo Thl, lo que sugiere la reversibilidad del pad#jehZh

Por otro lado, se describi6 otro factor de transcripcion GATA-3 que cumple funciones en la
maduracion timica temprana. Ademas, este factor de transcripcion se induce en forma

diferencial en células Th2 y es reprimido en células Thl y esto concuerda con la presencia
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de GATA en el promotor de IL-4 e IL-5. Se ha demostrado que clones Th2 tranfectados
con la secuencia antisentido de GATA-3, dismaruia expresion de citoquinas Th2. Por el
contrario, clones Thl tranfectados con GATA-3 inducen la expresion de IL-5. Existe un
mecanismo de contraregulacién que controla el balance entre estos perfiles ya que la IL-4
producida por los Th2 inhibe las citoquinas y la proliferacion de clones Thl, mientras que
el IFN-y producido por las células Thl bloquea la sintesis de citoquinas Th2 y la

proliferacion de esta subpoblacion (Figura 7).

IL 4 IL-33

TAT

Células Thl C) (ATAE Células Th2

Cltoqumas perfil Thl Citoquinas perfil Th2
IL-2 IFN-y IL-4, IL-5,IL-9,IL-13
Activacion de Macréfagos Reaccion Alérgica

Figura 7. Diferenciacién Th1/Th2 . Las células Thl expresan el factor de trascripcion T-bet y
secretan IL-2 e IFN-y, activan a los macréfagos y eliminan a los patégenos intracelulares. En
contraste las células Th2 expresan el factor de trascripcion GATA-3 y producen citoquinas como
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 que permiten la diferenciacion de LB a plasmocitos productores de

anticuerpos.

La funcién principal de las células Th17 pareeela eliminacion de patégenos que no son
correctamente combatidos por las células Thl y Th2. Sin embargo, las células Th17 son
potentes inductores de la inflamacion en los tejidos y han sido asociadas con la patogénesis
de muchas enfermedades autoinmunes experimentales. Las células Th1l7 secretan no solo
IL-17 sino que producen IL-17F, IL-21 e IL-22; citoquinas que colaboran en los gsoces
inflamatorios. Ademas las células Th17 no Eodnica fuente de IL-17. Ha existido gran
confusioén respecto a los estimulos para la diferenciacion hacia células Th17 en humanos.
En el afio 2007 varios estudios afirmaron que TPGEfa indispensable para la

diferenciacién a células Th17°. Mientras que otros trabajos mostraban que las células
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CD4" virgenes se diferenciaban BI7 luego de ser expuestas a TfGmas IL-6 o TG

mas IL-2 o una combinacion de II3Imas IL-6 o IL-B mas IL-23. Estos resultados
plantearon un problema en cuanto al papel del B@R-la diferenciacion de células Th17.
Hoy se sabe que en estos protocolos experimentales no se controlé rigurosamerte la fuen
de TGFB ya que la purificacion de células CDdirgenes se encontraba contaminada con
plaguetas, una de de las mayores fuentes deT@r- los ultimos afios, tres trabajos
independientes demostraron que el T&Es fundamental para generar células Thl7 a
partir de células CD4 virgene®*°*% Estos trabajos demostraron que TEBFes
absolutamente necesario para inducir la esipn de RORc, el factor de trascripcion
caracteristico del perfil Th17, pero un exceso de P&&ausa su inhibicién. Sélo cuando
hay citoquinas como IL-6 mas IL-23 o IL-21, RORc se libera de la inhibicion ¢laks
comienzan la expresion de IL°7 Es por eso que existe una relacién reciproca
mutuamente excluyente entre las células Th1l7 y lasifreidro. Sin embargo todavia no
existe evidencia que demuestre que estaportamiento también se obseivaivo. En la

siguiente seccion se describird en mas detalles las células Treg.

T
virgen
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v Anti-CD28
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Figura 8. Balance Th17/Treg. La produccion de IL-17 por células T se genera luego de la
estimulacion del TCR y CD28 en presencia de TGF-p e IL-6. La generacion de células Thl7 es
inhibida por la IL-2 a través de Stat5 *. Ademas la induccién de Foxp3 por parte de TGF-p es

totalmente dependiente de la presencia de IL-2.
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4. CONTROL DE LA RESPUESTA INMUNE

Es bien conocido que el sistema inmune desempefia un papel muy importante en el
mantenimiento de la homeostasis de los diferentes tejidos. Sus mecanismos efectores, son
efectivos para resolver procesos infecciosos, pero a su vez, pueden causar dapeadl hué

Es por ello, que la misma respuesta inmune conduce al desarrollo de mecanismos efectores
y, @ su vez, a mecanismos que controlan los mismos. Es posible reconocer mecanismos
homeostaticos de control en la respuesta innadiaptativa y en la respuesta inmune innata.
Fallas en estos mecanismos homeostaticos &endomo consecuencia el desarrollo de

patologias autoinmunes.

4.1. Homeostasis de la respuesta adaptativa

La capacidad inmunoreguladora del sistema inmune no tiene sélo como blanco de accion a
los clones autoreactivos, sino que también a los clones T y B que se han activado y
expandido a partir del reconocimiento del antigeno. Entre los mecanismos de mayor
relevancia que controlan la expansion conal T y la regulacién del numero de células T
efectoras en periferia se encuentran:

i) Muerte por negligencia: en ausencia del antigeno se observa una rapidaidectieh
namero de linfocitos T efectores, que mueren por apoptosis.

i) Inhibicibn mediada por CTLA-4: CTLA-4 inhibe la expansion clonal T al inducir
sefiales inhibitorias en las células T y al desplazar a CD28 de las moléculas
coestimulatorias.

iif) Muerte inducida por Fas/FasL: las cékila expresan constitutivamente la molécula Fas

y su activacién genera la expresion de FasL. La interaccion Fas/FasL desencadena la
apoptosis de los linfocitos.

iv) Células T reguladoras: las Treg inhiberatgivacion y expansion de células efectoras

mediante la produccién de IL-10 y T@Ry por la inhibicion mediada por CTLA-4.

En las células Treg el factor de transcripcion Foxp3 es esencial y es hasta ahora el mejor
marcador para estas células. En humanos, FegpgXpresa en células Treg pero algunas
células T efectoras activadas expresan de forma transitoria, bajos niveles dé. Bmxpa

observado, en varias enfermedades humanas, la presencia de Treg no funcionales por
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mutaciones en el receptor para %2 Estos pacientes presentan anormalidades como
autoinmunidad, linfoadenopatias y persistencia de infecciones virales.

Las células Treg son una de poblacion dalaglcon una alta tasa de proliferacidvivo

191 nero estas células se caracterizan por presentar una baja respuesta o anergia frente a
estimulacion via TCR e IL-2n vitro. No obstante, las Treg puestas en cultivo pueden
inhibir la proliferacién de células T inducidpsr el TCR inhibiendo la produccién de IL-2
102,103 ) 5 IL-2 que inicialmente es producidarpos linfocitos T activados acttia sobre las
Treg favoreciendo su supervivencia, crecirtoensu actividad supresora que en definitiva
causa la inhibicion de la produccion de IL-2 y la proliferacion de las células T
convencionale$§**%

Ademas de las células Treg naturales existe evidencia que en periferia se generan células
Treg inducidas (iTreg) que son FoXP3. Células T virgenes pueden transformarse en
iTreg in vitro luego de su activacién via TCR cuando son cultivadas confT&M--2
108.109.110 Estas células presentan capacidad suprésoriro y pueden llegar a ser una

herramienta de transferencia adoptiva en inmunoterapia.

4.2. Homeostasis de la respuesta innata

El control de los mecanismos efectores detaunidad innata es una etapa necesaria para
mantener la homeostasis en los tejidos luegta detivacion de la respuesta inflamatoria.

Si se considera al sistema complemento, su activacion y la actividad de los componentes
generados durante su transcurso estan estrictamente regulados por un conjunto de proteinas
solubles y receptores que actian mediante diferentes estrategias. Por ejemplo Hekiacto

une a C3b e inhibe la activacion de la C3 convertasa de la via alterna y ademas ayuda al
factor | para clivar e inactivar a C4b y C3bgukando de esta forma la activacion de la via
alterna. Otras proteinas solubles como C1 INH y C4BP inhiben la via clasicausdrlaqg

Cls y C4b respectivamente. En cuanto a los inhibidores dgplemento asociados a
membrana CR1 (CD35) se une a C3b y C4b e inhibe la formacién de las convertasas de C3
de ambas vias.

La resolucion de la inflamacion tiene como punto central la remocion de los neutrofilos y
leucocitos apoptoticos. Los encargados elimandeis células muertas son los macréfagos

gue reconocen sobre la superficie de célafagptéticas moléculas como fosfatidilserina,
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fosfolipidos oxidados, GAS6, MFGES8, ICAM-3. La unién de estas moléculas con
receptores especificos en los macrofagos como los receptores de la familia TAM (Tyro3,
Mer), avBs-integrina, TIM4 y CD3&'1? facilitan la fagocitosisLuego de la fagocitosis

de la célula apoptética, el macréfago adquiere un fenotipo tolerogénico ya que suprime la
produccién de citoquinas inflamatorias y starcitoquinas antiinflamatorias como IL-10 y
TGF-3 que contribuyen a la resolucién de la inflamatidn'

Por otro lado, para mantener la homeostasis en los tejidos es necesario proteger y evitar el
dafio causado por la degranulacién de los leucocitos en el foco inflamatorio. idadctiv
extracelular de las proteasas liberadas por los PMN es inhibida por las serpinas gse son |
inhibidores enddgenos de las serino proteasassizeforma la elastasa, la catepsina G y la
proteinasa3 son inhibidas paf.-antitripsina, elafin y SLP{. Como ya se menciono, las
serpinas presentan un sitio ideal como sustrato para la proteasa, esto atrapa a kg enzima
modifica su sitio catalitico inactivanddtaEl rol del SLPI en la respuesta inmune seré

descrito en profundidad en la siguiente seccion.

5. EL SLPI COMO FACTOR DE LA RESPUESTA INMUNE

5.1. Caracteristicas generales

El Inhibidor Secretorio de Proteasadseucocitarias (SLPI) humano fue aislado
originalmente de secreciones bronquiales y posteriormente fue caracterizado por dos grupos
de forma independiente en el afio 1986 SLPI es una proteina bésica pB,5) no
glicosilada de 107 aminoacidos. Su peso molecular es de 11,7 kDa y posee gran afinidad
por las serino proteasas neutrofilicas como la elastasa y la catepdina G

El SLPI esta formado por dos dominios, cada dedos cuales contiene ocho residuos de
cisteina que forman 4 puentes disulfuro @stabilizan la estructura de la moléctila
(Figura 9). Estos dominios ricos en cisteina son también llamados dominios WAP porque
fueron hallados inicialmente en la proteina acida del suero (del inglés wheypaotdin),

la cual se encuentra en altas concentraciones en la leche de los roedores. A pesar de que
SLPI es la molécula mejor caracterizada de su grupo, han sido identificados 14 genes que

codifican para proteinas de tipo WAP en el mismo locus del cromosoma humano (20q12-
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13.2). Sin embargo, las secuencias no estan bien conservadas excepto por lasdesiduo

cistefna. En particular, el gen del SLPI hmmaonsiste de cuatro exones y tres intrbfies

Dominio 2 Dominio 1

Figura 9. Representacion esquematica del SLPI humano y sus puentes disulfuro. Los
principales puentes de hidrégeno intercatenarios se muestran con lineas punteadas (Adaptado de
The EMBO Journal™®).

El SLPI se halla presente en forma constitutiva en la mayoria de los fluidos extravasculares
que limitan mucosas, ya que es secretado por diversos tipos celulares. En el pulmoén es
producido por las glandulas serosas de laugraq por las células Clara bronquiales. En el
tracto genital masculino y femenino se encuentra en el plasma seminal y en la mucosa
cervical, respectivamente. Ademas, es producido por glandulas parotidas, por células del
epitelio intestinal, por células del tubulo rerady queratinocitos, pdas células beta del
pancreas, por neutréfilos y por macr6fdgbs® La expresion del SLPI se encuentra
significativamente aumentada por la progestérdnapor las citoquinas proinflamatorias,
TNF-a e IL-1p**°.

La concentracion fisiolégica del SLPI en saliva es de 0,35uM_2mientras que en los
pulmones su concentracion es mas elevada en las vias aéreas superiores que en los
compartimentos alveolares. La concentracion de SLPI, en individuos normales, no

fumadores es de aproximadamenteB\WWen las vias aéreas superiores y deudéen el
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tracto respiratorio inferidf’. Sin embargo, pacientes con enfisema pulmonar mostraron
niveles significativamente inferiores de SLPI que los observados en los pacientéé’sanos

Se ha descrito al SLPI como una molécula con capacidad para promover la cicatrizacion de
heridas®’. En modelos murinos, utilizando ratones “knock out” para SLPI se observé un
retraso de la cicatrizacion deeridas cutaneas, atribuido a la acrecentada y prolongada
respuesta inflamatoria y al retraso en la deposicidén de proteinas de la matriz. Tres serian las
funciones principales del SLPI como promotor de la cicatrizacién de heridas; la primera
seria la actividad inhibitoria sobre la elastasa local, ya que esto previene la degradacion de
algunas de las proteinas de la matriz tales como el colageno, proteoglicanos y fibronectina.
La segunda es el control de actividad deléngocitos, lo que estaria relacionado con la
disminucién de la actividad de T@Feonsiderada como la tercera funcién del $t°PI

Por otro lado, estudia® vitro sugieren que los inhibidores de serino proteasas también
afectarian al crecimiento celular. En particular, el SLPI estimularia la produccion de
factores de crecimiento en fibroblastos humanos pulmdiarésimismo, en las células
epiteliales del endometrio el SLPI ejerceria una regulacién positiva y negativa sobre genes

asociados al crecimiento; tales como ciclina D1 y Pafespectivament?®

5.2. Rol del SLPI en la respuesta inmune innata

SLPI inhibe una gran variedad de proteasas incluyendo la elastasa neutrofilica, la catepsina
G, la tripsina, la quimiotripsina y la quimasa. Como el SLPI posee dos dominios en su
estructura, inicialmente se postulé que en ambos se encontraria un sitio inhibitorio de
proteasas’. Estudios posteriores de las propiedades inhibitorias de cada dominio usando
modificaciones quimicas o mutaciones ded@ss criticos, mostraron que la union 1:1 con

la proteasa ocurre a traveés del dominio 2 y es clave en este proceso la leucin&Zp (Leu
mientras que el dominio 1 probableme no tiene actividad inhibitofid. Ha sido
propuesto que el dominio 1 ayudaria a estabilizar el complejo SLPI - ef¥stasa

La gran afinidad del SLPI por las serino proteasas neutrofilicas y su alta concentracion
local en el compartimiento bronquial (cerca daNs), sugiere que su principal funcion

fisiolégica es regular cualquier actividad excesiva de las serino proteasas neutrofilicas en
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las vias aéreas superiores. El SLPI seridywmido localmente, y colaboraria en la accion
anti-elastasa de lal-antitripsina (principal inhibidor sistémico de la elastasgivo). El

SLPI se asocia también con fibras de elagtimda matriz extracelular del pulmén y en la

piel, lo que sugiere que previene la protedlisis de elastina. Ademas de su rol en los
pulmones, se cree que el SLPI, esté involucrado en el control de la protedlisis inducida por
proteasas neutrofilicas en los sitios de inflamacion, como en las superficies dedsasmuc

17 Por otro lado, proteasas de agentes patdgenos pueden clivar al SLPI alterando de esta
forma sus propiedades inhibitorias. Esto ha sido demostrado para proteékselsaeonas
vaginalis Staphylococcus aureuPseudomonas aeruginogaPorphyromonas gingivalis

La oxidacion de la Met73 puede también disminuir la capacidad inhibitoria del SLPI. Esto
puede ser relevante en enfermedades pulmonares crénicas tales como la fibrosis quistica, la
neumonia o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), que se caracterizan por
una excesiva carga de proteasas de origen enddégeno o bacteriano y un aumeess del str
oxidativo'’.

El SLPI, es un péptido catidonico no glicosilado que posee propiedades antimicrobianas
tanto in vitro como in viva™® La actividad antimicrobial ha sido descripta para
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp.,
Aspergillus fumigatus, Candida albicanshiV**°. En particular, SLPI presenta actividad
anti-HIV a través de una interaccion con el receptor escramblasa o la proteina anexina Il
140141 Ademaés, el SLPI murino como el humano poseen actividad antimicrobiana contra
micobacteria. En nuestro laboratorio hemoscdeo que el SLPI constituye un nuevo
receptor de reconocimiento de patrones pareobacteria que no solamente mata la
bacteria sino que ademas facilita su fagocitosis por parte de los macrofagos tanto humanos
como murino&?'*? La actividad antimicobacteria del SLPI reside en el dominio WAP de

la proteina y es muy parecida a otros péptidos catidfifcos

La expresion de SLPI puede ser aumentada en respuesta a estimulos inflamatorios como
TNF-a y M. tuberculosie inhibida por adenovirus y TGR****® Como ya se mencioné

mas arriba, ademas de la actividad antimicrobiana, la principal funcién del SLPI es inhibir
la inflamacion, bloqueando la actividad proteolitica de las serino proteasas y disminuyendo
los niveles de varias citoquinas proinflamatdrias®> *# %3 La actividad antiinflamatoria

también esta mediada por la inhibiciébn de la degradacion proteolitica de kB y de la
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inhibicion de la activacién del factor de transcripciéon ®B22**>> Ademas, el SLPI
protege la degradacion de factores que permiten la resolucion de la inflamacion. Por
ejemplo, PEPI (“ephithelial-cell-growth-pratin cytokine”), una molécula secretada por

los macrofagos y células epiteliales, promueve la proliferacion de célilekakys y la
reparacion de heridas. PEPI es degradado por la elastasa, generando epitelinas
proinflamatorias. Por lo tanto al inhibir la degradacion del PEPI, el SLPI contribuye a
mantener la homeostasis del tejido inflantatio

Por otro lado se ha descrito que los macréfagos murinos que fagocitan células apoptética
producen un aumento en la secrecion de SLPI que estaria relacionado en la redmliacion
inflamacion y la homeostasté Por Gltimo, Samsom et al. propone que la expresién de
SLPI en células dendriticas en los ganglios linfaticos cervicales contribuye a generar
tolerancia en las mucos&¥ al disminuir la produccién de agentes proinflamatorios como
IL-12 y MCP-1.

5.3. Rol del SLPI en la respuesta inmune adaptativa

El rol del SLPI en la respuesta inmune adaptativa es menos claro. El SLPI puede modular
el cambio de isotipo disminuyendo los cambiasia IgG e IgA sin afectar la proliferacion

de las células B® Sin embargo, esplenocitos B de ratones “knock out” para SLPI tienen
mayores indices de proliferacién y producen altos niveles dé*igEnh conjunto estos

datos indican que el SLPI puede afectar la respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, no se
sabe el mecanismo de accion del SLPI sobre la misma, como asi tampoco, su participacion
en el direccionamiento de la respuesta T hlasiaiferentes perfiles descriptos mas arriba.
Existen datos que sugieren que el SLPI favoreceria la induccion de respuestag g, tipo

ya que inhibe la produccién de PGE2Sin embargo, estos datos no concuerdan con el
efecto supresor de la inflamacion del SLPI observada en un modelo de artritis 8. ratén

Lo que si se puede afirmar es que lavadaid del SLPI sobre la respuesta inmune

adaptativa parece compleja.
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6. ALTERACION DE LA RESPUESTA INMUNE

La ruptura de los mecanismos homeostaticos descriptos mas arriba, llevara a la generacion
de diferentes patologias. Por ejemplo, es posible observar una respuesta inmundaexagera
en la hipersensibilidad, la autoinmunidad gnaen el rechazo de un érgano trasplantado.
Estos tres casos, tienen en comudn, una respuesta inmune exagerada, y se han utilizado

como modelo para evaluar diferentes sustancias con actividad inmunosupresora.

Existen cuatro mecanismos de hiperseahddd. Las tres primeras son mediadas por
anticuerpos, en tanto que la hipersensibilidad 1V, es mediada por células. Lteristicss

de cada una de ellas se muestran en el cuadro 1.

Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV
Componente
Inmune IgE IgG [s]€] Thl Th2 CTL
Antigeno Soluble Célula o Receptor Soluble Soluble Soluble Asociado a
asociado de superficie células
a Matriz celular
Mecanismo Activacion Complemento, Anticuerpos Complemento Activacion de IgE, ACI_iV{v\Gién de Citotoxicidad
Efector de FcR, que alteran Fagocitos Macréfagos N'IEOSt'”O_ft"O?
Mastocitos fagocitos, NK) sefiales astocitosis
/.\ Complejo Inmune
P
Pl e
aquetas & Vaso ; -\
e & KN
§
. N
Complemento +
{} {} Complemento
G2 | (o
o
0\_/'
o
Ejemplo Asma, rinitis Drogas Alérgicas Urticaria Cronica Enfermedad Dermatitis por Asma Cronica, Rechazo
de HSR Alérgica, anafilaxis (Penicilina) (anticuerpos contra del suero, Contacto, reaccién Rinitis de injerto
Sistémica FCeRla) Reaccion de Arthus de Tuberculina alérgica Cronica

Cuadro 1. Las respuestas de HSR son mediadas por mecanismos inmunolégicos que

causan dafo tisular.

anticuerpos mientras que la tipo IV esta mediada por la respuesta celular.
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En el caso de las enfermedades autoinmunes, existe una ruptura de los mecanismos de
tolerancia central o periférica. Los linfocitos autoreactivos que escapan a los procesos de
tolerancia central en el timo, y que alcanias tejidos periféricos a través del torrente
sanguineo pueden sufrir procesos de autorreconocimento y tolerancia a nfeelcperi
previniendo de esta manera un eventual ataque a tejidos y 6rganos. Entre losmscanis
mas importantes de la tolerancia periférica cabe mencionar: la ignorancia inmunolégica, la
anergia clonal, la desviacioén inmune, la apoptosis inducida por activacion o propicidio y la
generacion de Treg. Sin embargo, la ruptura de la tolerancia central y/o periférica llevara a
la manifestacion de una enfermedad autoinmune. Actualmente, hay un ndmero muy
importante de enfermedades autoinmunes. De hecho, muchas enfesneped en
principio no habian sido reconocidas como enfermedades autoinmunes, hoy se las
considera como tales. Un ejemplo de ello, es enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC).

La EPOC se puede manifestar como asma, bronquitis crénica avenfise bronquitis se

define como la produccién diaria de esputo y presencia de tos en por al menos 3 meses
durante 2 afios consecutivos sin ninguna causa que evidente. El enfisema se define por el
aumento anormal del espacio aéreo distal a los bronquiolos terminales y por la destruccion
de las paredes alveolares. En el mundo occidental la EPOC est4 asociada al consumo de
cigarrillos. Sin embargo, solo el 15% de lmmadores desarrollan EPOC mientras que el
resto de los fumadores son resistentes. Numerosas teorias se pronunciaron para explicar el
enfisema producido en los pacientes con EPOC. Desde la década del 60, la hipotesis del
desbalance entre las proteasas-antiproteasas ha sido el paradigma dominante en esta area.
Esta teoria propone que el pulmén normalmente se encuentra protegido por un “escudo” de
antiproteasas que se expresan constitutivanfietee al posible aumento de produccién de
proteasas. Propone, ademas, que el enfisema ocurre cuando se produce un aumento
excesivo de las proteasas o una disminucién en la produccion de antiproteasas. El exceso de
la actividad proteolitica durante un lapso de tiempo prolongado, genera la ruptura en la
matriz extracelular y dafio de las paredes alveolares. Existe un consenso generalizado que
describe a la inflamacion como una causa mayor del desbalance proteasa/antiproteasa en
EPOC. Se cree que los neutréfilos, uno de las principales células encargadas de la

destruccion de microorganismos, pueden generar la destruccion de células propias y da
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en el tejido al aumentar la secrecion de proteasas en el pulmoén. En los ultimos afios nuevas
investigaciones han puesto la mirada sobre el rol que desempefian la inflamacion en la
patogénesis del enfisema. En particular se describio en pacientes con EPOC la presencia d
células que producen grandes cantidades deyNNn un modelo animal de sobre-
expresion localizada en el pulmén de IfFNde observé un aumento en la destruccion

alveolar y la presencia de enfiséfia

Cigarrillo l
1

Elastina I

Productos de o
Inflamacion

/ degradacion \ TNF-a, IFN-y

Dafio Tisular — Enfisema Reclutamiento de PMN

X/

Antiproteasas Liberacion
Figura 10. Patofisiologia del enfisema . El SLPIy la a1-AT son los inhibidores de proteasas que

SLPI, al-AT Flastasa

controlan la actividad proteolitica de la serino proteasas, en particular, la elastasa neutrofilica.
Cuando los niveles de elastasa se elevan, por ejemplo, por un aumento del reclutamiento de
fagocito inducido por el humo del cigarrillo, el SLPI y a1-AT no logran neutralizar el exceso de
proteasa y producen un dafio tisular. Los productos de degradacion contribuyen a aumentar el
reclutamiento de neutréfilos y perpetian el dafio tisular.

A diferencia de las reacciones de hipersensibilidad y las enfermedades autoinmunes,
existen otros mecanismos de dafio mucho mas potentes que se ponen de marifiesto lue
del trasplante de un 6rgano histoincompatible. El rechazo es causado por la respuesta
inmune frente a los antigenos expresados en el injerto. Estos antigenos sorspyateina
varian entre los individuos y son reconocidos como moléculas extraias por el receptor. Las
células T del receptor reaccionan contra la molécula MHC que es altamente polimorfica y
desencadenan el rechazo. Por lo tanto, tapatibilidad de las mot&ilas de MHC entre el

receptor y el dador disminuye la posibilidad de un rechazo del injerto.

46



Tesis de doctorado Diego Guerrieri

7. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis diectorado fue determinar la funcion del
SLPI en la respuesta inmune innatadaptativa, los mecanismos de accién de
dicha proteina y el efecto dsu administracion en modelas vivo. En

particular se analizo:

1. La accién del SLPI sobre la adion y proliferacion linfocitaria.

2. El efecto de SLPI sobreanocitos y células dendriticas.

3. La capacidad del SLPI de modificar el patron de expresion de

citoquinas.
4. El potencial efecto inmunomodulador del SLPI en modelos de
enfermedad autoinmune, hiperséilglad retardada y rechazo de

trasplante.

5. Evaluar los niveles plasméaticos de SLPI en patologias pulmonares y su

correlacion con la proliferacion celular.
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MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION DE SLPI RECOMBINANTE HUMANO

1.1. Expresion de SLPI

A partir de bacterias E. cooli BL21-Codon Plus-RIL (Stratagene) almacenadas a -70°C,
productoras de SLPI, generadas en nuestro laboratorio, se obtiene un precultivo inoculando
7.5 ml de medio LB (Luria Broth) estéril con Ampicilina (10@¢ml) y Cloranfenicol (50

ug/ml). El cultivo se incuba durante toda urahe con agitacion constante a 37°C. Al dia
siguiente 500 ml de medio LB con ampicilina (1@Pml) y cloranfenicol (5qug/ml) se
inoculan con 5 ml del precultivo anterior. Este cultivo se deja crecer a una temperatura de
37°C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad Optica de 0.6 medidena 600
Alcanzado este valor, se induce la expresiébn de SLPI mediante el agregado IPTG
(isopropiltiogalactésido) a una concentracimafide 1 mM. La induccién se mantiene
durante 3 horas a una temperatura de 28°C con agitacion constante. Luego el cultivo se
centrifuga a 7.000 rpm durante 7 minutos y el pellet se fracciona y se almacé{&€ a —2

para su posterior purificacion.

1.2. Purificacién de SLPI

Los pellets se resuspenden en 2 ml de buffer de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M,
Imidazol 10 mM; pH 8) y se agrega lisozima hasta llegar a una concentracion final de 1
mg/ml. También se incorpora DNAsa y RNAsa a una concentracion final gg/rh0 Se

deja actuar a estas enzimas durante 30 minutos. Finalmente las bacterias son lisadas por
ultrasonido con 7 pulsos de 60 Watts des8gundos de duracién en un sonicador. Todo el
procedimiento se realiza en hielo para evitar la protedlisis. Luego el lisado skigarsri
10.000 g durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. La fraccion soluble se sesapera
adiciona a 800ul de resina de Niquel- acido nitrilotriacetico (Ni-NTA), previamente
equilibrada en buffer de lisis y se incubaraiie 1 hora a 4°C. Durante este tiempo se
produce la unién de la cola de 6 histidireed SLPI al Ni+2 complejado de la resina.
Posteriormente se realizan dos lavados de 15 ml con una solucién NaH2PO4 50 mM, NacCl
1M, Imidazol 20 mM; pH 8 (“buffer lavado 20”) luego otros dos lavados con 15 nnhae
solucion NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M, Imidazol 40 mM; pH 8 (“buffer lavado 40”) y por
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altimo dos lavados de 5 ml con NaH2PO4 50 mM, NaCl 1M, Imidazol 75 mM; pH 8
(“buffer lavado 75”). Finalmente, el SLPI es éloide la resina por el agregado de 2 ml de
una solucion NaH2P0O4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM; pH 8 (“elusion 2507).

La elusion se repite tres veces para obtener el mayor rendimiento posible.

1.3. Pureza del SLPI

Se realiza una electroforesis en gel de acrilamida (15%) en condiciones desnaturalizantes
para las muestras obtenidas en la purificacion del SLPI. Cada una de las muestras
correspondientes a los diferenfessos de la expresion y purificacion se tratan con buffer

de siembra (0.5% SDS, 1.5% glicerolpymercaptoetanol. Las proteinas se desnaturalizan
por calor (95°C, 5 minutos). La corrida se realiza a 100 V durante 20 minutos
aproximadamente y luego el gel es tefiido con Coomasie-blue durante 30 mniiastos.
bandas se observan realizando sucesivos lavados con una solucion al 7 % de acido acético.
Finalmente se digitaliza una foto del gel pawaposterior andlisis. ElI SLPI asi obtenido se
encuentra en una solucion 250 mM de Imida€olando se realizardas primeros ensayos
biolégicos utilizando el SLPI diluido en baffimidazol, se observidn efecto per se del

buffer (datos no mostrados). Por lo tanto, para evitar este efecto y con el objeto de
disminuir la concentracion de imidazol, las muestras se dializan en un buffer fosfato

conteniendo 2,5 mM de imidazol (ver mas abajo).

1.4. Dialisis del SLPIy elusion por PolimixinaB

Se utiliza una membrana de dialisis con uma@o de poro de 10 kDa a la que se le
realizan sucesivos lavados. En la bolsa dasiae introducen 2-6 ml de SLPI en buffer

de “elusiobn 250" y se deja dializando toda la noche a 4°C en una solucion 50 mM
NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 7,6 y con una concentracion de Imidazol que varia segun el
volumen de SLPI a dializar para obtener al final de la dialisis SLPI en buffedVb0 m
NaH2PO4, 300 mM NaCl y 2,5 mM Imidazol a un pH de 7,6. Toda la didlisis se realiza
con material previamente esterilizado. Luego la muestra con SLPI se eluye por columna de
polimixina B - Agarosaigma St. Louis, MO, USA) para eliminar restos de LPS. Los
niveles de LPS fueron evaluados usando el test de Limjuetéll — Associates of Cape

Cod, Falmouth, MA, USA).
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1.5. Actividad anti-serinoproteasa

Los ensayos de inhibicion de Tripsina se realizan utilizando el sustrato crocooi
succinil-Ala—Ala—Pro—Phe-p-nitroanilida (Sigmsla) que al ser clivado por la tripsina
genera un producto de color amarillo, el p-nitroanilida. La proteina recomboiztetéda

en la purificacion se incuba con diferentes concentraciones de tripsina (0.02 — 0.05 %) 5
minutos a 37°C. Finalmente se agregan 40 ml de una solucidon que contiene & sustra
cromogeénico diluido 1 en 80 en buffer Tris (50 mM) pH 7,4. La absorbancia se mide a 405

nm cada 2 minutos durante 20 minutos.

1.6. Generacion de SLPI inactivado

El SLPI se incubd por 2 hs a temperatura ambiente en una solucion de 50 gA@KH

100 mM KCI, 1 mM MgC}, 20 mM HO, a un pH de 8. Luego se realizé un paso de
dialisis con una membrana con un tamafopde de 10 kDa a la que se le realizan
sucesivos lavados. En la bolsa de dialisis se introducen el SLPI oxidado y se deja
dializando toda la noche a 4°C en una solucién 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 7,6 y
con una concentracion de Imidazol que varia segun el volumen de SLPI a dializar para
obtener al final de la diélisis un SLPI en buffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl y 2,5

mM Imidazol a un pH de 7,6.

1.7. Cuantificacién de laconcentracion de proteina

Se construye una curva de calibracion con diluciones seriadas de BSA |{§/2Bpen

buffer “elusion 250" o en buffer de dialisis. En microplacas de 96 pozos (fondo plano) se
coloca 50 ml de las diluciones de BSA vy las distintas muestras de SLPI. Luego se agregan
50 ml de la solucion obtenida con 50 partes del reactivo A, 48 partes de B y 2 partes de C
del Kit de MicroBCA (Pierce, USA). La placz incuba durante utera a 37° C después

de lo cual se lee a 550 nm en el lector de ELISA. Se grafica una curva de concentracion en
funcion de la densidad oOptica. Finalmenteplsene el valor de laoncentracion de SLPI
calculando la pendiente y la ordenada de origen de la curva como [SLPI]=(DO550 mm de
SLPI-B)/pendiente. Como producto final de tistintas purificaciones realizadas se obtuvo

SLPI en concentraciones que variaron entre 40 y 2@l diluidas en buffer 50 mM
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NaH2PO4, 300 mM NaCl, 2,5 mM Imidazol y pH de 7,6. El SLPI generado tuvo la

capacidad para inhibir la accién de la tripsina en los ensayos de actividaibiigibi

2. OBTENCION DE CELULAS Y MEDIOS CONDICIONADOS

2.1. Aislamiento de células mononuciges de sangre periférica (CMSP)

A partir de sangre periféri@ticoagulada con EDTA y ACD se hizo una dilucion al medio

en solucién fisioldgica de la misma y se colocé sobre un gradiente de Ficol"P&us

(GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Ul, Suecia) (densidad = 1,07%.d/oego las
células fueron centrifugas a 2000 r.p.m. por 20 minutos. Se obtuvieron las células
mononucleares levantando el halo formado en la interfase. Luego se realizaron 8 lavado
con solucion fisiologica centrifugando a 1200 r.p.m. por 10 minutos. Por ultisncglidas

se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA)
conteniendo L-glutamina (2 mM), gentamicina (@@ml) y 10 % de suero bovino fetal
decomplementado (Gibco, Grand Island, NY, USA).

2.2. Aislamiento de monocitos

Los monocitos se obtuvieron a partir de sangre periférica humana de donantes sanos, a
través de un gradiente de la siguiente manera: cincuenta mililitros de sangre entera o un
Buffy Coat se diluyeron al medio o al tercio respectivamente en solucion fiseldgria

luego proceder a la obtencion de las células mononucleares. Para esto la sangre asi diluida
se depositd suavemente sobre un gradiente de Ficoll-PaBu&)S (GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Ul, Suecia) (densidad = 1,077gemtubos cénicos de 50 ml (10 ml

de Ficoll-Paque + 40 ml de sangre). Luego se centrifugd durante 20 minutos a 2000 r.p.m. a
temperatura ambiente en una centrifuga Sorvall y se tomé cuidadosamente la banda
correspondiente a las células mononucleamess mipeta Pasteur. Sobre dichas células,
posteriormente, se realizaron dos lavadossmucion fisiologica. Epellet de las células
mononucleares obtenido se resuspendié en 2 ml de buffer T1 (Tyrode), 0,8 % EDTA, 0,9 %
NaCl y 5 % de suero bovino fetal decomplementado (SBF) (Gibco, Grand Island, NY,
USA) y se procedi6 al agregado secuencial géde una solucion de NaCl 9 % cada 10

min, tres veces. Este procedimiento modifica principalmente la densidad de los linfocitos,

sin alterar la densidad de los monocitos, feugililo la posterior separacion en un gradiente
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de Percoll}*® Posteriormente se arma un gradiatiseontinuo de Percoll (Pharmacia Fine
Chemicals, Dorsal, PQ, Suecia) en tubosiais de 15 ml con bandas de diferente
densidad: 40 %, 45 %, 50 % y 56 % de Percoll; la banda correspondiente a 50 % de Percoll
se mezcld previamente con la solucion de células mononucleares tratadas con deluci
NaCl. El gradiente asi formado se centrifugd durante 15 minutos a 1600 r.p.m. Los
monocitos se recuperaron de la zona dagdandas correspondientes a 45 % y 50 % de
Percoll. Las células se lavaron con solucién fisiolégica centrifugando a 1300 r.p.m. por 8
minutos. El recuento de monocitos al microscopio y la verificacion de la purificacion se
realizaron utilizando un colorante que tifieferma diferencial monocitos, como es el rojo
neutro (Sigma, St. Louis, MO, USA). Los maitos asi obtenidos se cultivaron en RPMI
1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado con 10 % de suero bovino fetal
decomplementado (SBF) (Gibco, Grandamsl, NY, USA), L-glutamina (2mM) y
gentamicina (4@ug/ml) a 37 °C en estufa con 5 % €0

En algunos experimentos los monocitos se aislaron a partir de CMSP por seleccion positiva
de células CD14+ con perlas magnéticas. Se resuspendierdnCMBP en 0.5 ml de
solucion fisiolégica 2% SBF y se incubaron a 4° por 30 minutos cqi d& anticuerpo

IgG de raton anti-CD14 (Clon TUK4 mAb, Dako, Denmark). Luego se realizaron 3
lavados con 1 ml de solucién fisiolégica y 8BF. Las células se resuspendieron y se
incubaron (30 minutos a 4°C con agitacién suave) corf 4gflas magnéticas anti IgG

de raton (DynalNorway). Luego de la incubacion se coloco el eppendorf en el magneto
(DynaMag Magnet, Invitrogen) por 5 minutos y se descarto el sobrenadante. Las célula
adheridas al magneto se recuperaron y se lavaron con 1 ml de solucion fisiologica 2% SBF.
Estas células se volvieron a colocar en el magneto por 5 minutos y se descarto el
sobrenadante. Se volvieron a recuperar las células adheridas al magneto. Finalmente luego
de los lavados se contaron las células y se verificé el porcentaje de pureza de los monocitos
por citometria de flujo.

2.3. Generacion de Células Dendriticas (CDs)

Las CDs se generaron a partir de monocitos de sangre periférica humana de donantes sanos.
Los monocitos se obtuvieron como se detallé previamente, y una vez obtenidos los
mismos, se resuspendieron en RPNMI640 (GIBCO, Grand Island, NY, USA)
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suplementado con L-glutamina (2 ng/ml), gentamicinap@fnl), GM-CSF (800 U/ml),

IL-4 (500 U/ml) y 10 % de SBR3ibca Grand Island, NY, USA) inactivado. Se cultivaron
aproximadamente 20xi@élulas en placas de Petri de 100 x 20 mm durante 5-7 dias en
estufa a 37 ° Cy 5 % GO La pureza de éstas CDs fue confirmada mediante

inmunomarcaciones especificas para CDs.

2.4. Seleccion negata de linfocitos

Se resuspendieron 2 1GMSP en 0.5 ml de solucion fisiolégica 2% SBF y se incubaron a
4° por 30 minutos con 1fl de anticuerpo IgG de ratén anti-CD14 (Clon TUK4 mAb,
Dako, Denmark). Luego se realizaron 3 lavados con 1 ml de solucion fisiolégica y 2%
SBF. Las células se resuspendieron y se incubaron (30 minutos a 4°C con agitacion suave)
con 4.16 perlas magnéticas anti IgG de ratén (DyNmlrway). Luego de la incubacion

se coloco el eppendorf en el Magneto (DynaMag Magnet, Invitrogen) por 5 minutos y se
recupero el sobrenadante. El sobrenadante se centrifugd y se resuspendiendadasncel

ml de solucidn fisiologica 2% SBF. Con estas células se repitio el proceso de incubacion
con 4.10 perlas magnéticas. Finalmente luegdatelavados se contaron las células y se
verifico el porcentaje de pureza de los linfocitos por citometria de flujo.

2.5. Generacion de medio condicionado de monocitos (MCM)

Los monocitos (5 x T¥pocillo) obtenidos por seleccién fifdga se incubaron por 24 hs en

RPMI 1640-10% FCS en presencia o ausencia de SuRj/fdl). Luego, las células fueron
lavadas dos veces para remover el SLPI e incubadas en RPMI 1640-10 % FCS por otras 24
hs. (37°C). Finalmente, los medios condieido de monocitos (MCM) se cosecharon se
centrifugaron (1200 rpm, 10 min), e inmediatamente se guardaron en alicuotas a — 70°C,
hasta su utilizacion en los experimentos.

Para algunos experimentos los MCM fueroauimados con Ac bloqueantes para IL-6 (1
ug/ml, clon 6708, R&D Systems) e IL-10 (Oug/ml BD Pharmingen, California, USA)

por 30 minutos a temperatura ambiente. Como control se utilizaron anticuerpos irrelevantes

de los mismos isotipos.
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2.6. Generacion de medio condicionado de CDs (MCCDs)

Los MCCDs se generaron incubando las CDs (5%p6illo) durante por 24 hs en RPMI
1640-10% FCS en presencia o ausencia de SLRig(al). Luego, las células fueron
lavadas dos veces para remover el SLRheubadas en RPMI 1640-10 % FCS por otras

24 hs. (37°C). Finalmente, los medios condicionado de CDs se cosecharon, se centrifugaro

(1200 rpm, 10 min), e inmediatamente se guardaron en alicuotas a — 70°C.

3. CULTIVOS CELULARES

3.1. Cultivo mixto linfocitario (CML)

Se realizaron ensayos de CML en presencia de concentraciones crecientes de SLPI. Para lo
cual, se colocaron en microplacas de 96opdfondo en U, Falcon, New Jersey, USAj 10
CMSP de dos donantes sanos histoincompatibles epl2@medio RPMI 1640 (GIBCO,
Grand Island, NY, USA), 10% de SBF inactivado (Gibco, MY, USA), Glutamina (2 ng/ml)
y Gentamicina (4Qug/ml). Las cultivos fueron expues a distintas concentraciones de
SLPI (0.04 - 4ug/ml) durante 5 dias (37°C, 5% CO2). Transcurrido dicho tiempo, se les
agregé a cada pozo {dl de 3H-Timidina ([methyPH] thymidine; 5 uCi/ml, actividad
especifica 20 Ci/mmol; Perkin-Elmer, Boston, MA, USA). Luego de 18 horas se
cosecharon las células y se cuantifico la proliferaciéon celular midiendo la incorpadacio
®H-Timidina, utilizando un contador de centello liquido. Los resultados se arptemo

% de proliferacion siendo el 100 % las C.P.M. obtenidos del CML sin ningun tratamiento.

El tratamiento con buffer de dilucion es considerado como tratamiento control.

3.2. Ensayos de proliferacion celular

En una placa de cultivo de 96 pocillos de fondo en U se colocaror? GMISP
resuspendidas en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA),
suplementado con 10 % de suero bovino fetal decomplementado (SBF) (Gibco, Grand
Island, NY, USA), L-glutamina (2mM) y gentamicina (48/ml). Las células se trataron
simultdneamente con IL-2 (8 ng/ml) y una concentracion fija de SLRig(l) o
concentraciones crecientes (0.04 pgIml). En algunos experimentos las CMSP fueron

tratadas otras citoquinas como por ejemplo IL-4 (2ng/ml), IL-6(10 ng/ml), IL-10 (0.7
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ng/ml) y/o IFN¥ (10 ng/ml). Todas estas citoquinas fueron adquiridas a Peprotech (NJ,
USA).

Algunos ensayos de proliferacion, se realizaron con CMSP depletados de monocitos. En
estos casos, se colocaron 1ktélulas en medio completo y se estimularon con IL-2 (8
ng/ml). Dependiendo del tratamiento, estasuleél fueron cocultivadas con cantidades
crecientes de monocitos puros ¥l0%) o medios condicionados de monocitos 0 CD$)(10

En otros ensayos de proliferacion se utilizé anticuerpo anti-CD3 como mitégeno, en lugar
de IL-2. En estos casos, placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano fueron incubadas
con sobrenadantes del hibridoma OKT3, productor de anticuerpos anti-CD3, en buffer
carbonato (NgZCO; 15 mM; NaHCQ 34 mM; azida sédica 3 mM) a pH = 9,6 (2 hs, 37 °C).
Transcurrido dicho tiempo, se realizaron 2 lavados con solucion fisiologica sobre la placa 'y
se agregaron las CMSP resuspendidas en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY,
USA), suplementado con 10 % de SBF (Gibco, Grand Island, NY, USA) inactivado, L-
glutamina (2mM) y gentamicina (4@g/ml) por pocillo. Algunos grupos fueron tratados

con SLPI (4ug/ml).

Todos los ensayos de proliferacion se paabn incubando las células con los mitbgenos
durante 5 dias, a 37 °C con 5 % L£0a proliferacion se cuantifico por incorporacion de
timidina tritiada utilizando un contador dentelleo liquido (Wallad214 Rackbeta, Turku,

WF, Finlandia). Los resultados se expresan como % de proliferacion siendo el 100 % las
C.P.M. obtenidos de las CMSP estimuladas con el mitdgenos y sin ningan tratamiento. El

tratamiento con buffer de dilucidén es considerado como tratamiento control.

3.3. Estimulacion con Antigeno MTB

Las CMSP fueron cultivadas bdms condiciones descriptas,rpecon diluciones seriadas

de SLPI (0,004-4 ug/ml), en presencia o ausencia de un lisaddotdberculosig5ug/ml).

Se utilizé un sonicado dd. tuberculosis cepa virulenta H37Rv gentilmente provisto por

la Universidad de Colorado (Micobacteridesearch Laborat@s, Colorado State
University, Fort Collins, CO). Los sobrenadantes de los cultivos fueron cosechados a las

24 y 48hs para determinar en ellos lfFediante un sandwich ELISA.
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3.4. Cultivo de CMSP con CDs alogénicas

CDs fueron tratadas con Elastasa neutrofilica humana (SIGMA, St. Louis) a una
concentracion final de 75V por 3 hs a 37°C. En algunos experimentos también se agrego
SLPI (4nug/ml). Luego se recuperaron los medilescultivo para cuantificar IL-6 y TGE-

En tanto que 10CDs fueron lavadas e incubadas con@MSP en presencia de anti-CD3.

La proliferacion se examind al 5to dia. En otra tanda de experimentos, las CDs se
cultivaron con CMSP por 5 dias y se cuantificé la expresion de CD4 y FOXP3 por

citometria.

4. DETERMINACION DE ANTIGENOS

4.1. Anticuerpos monoclonales usados para citometria

Se enumeran a continuacion los anticuerpos (Ac) utilizados en este trabajo de tesis y sus
caracteristicas:

Anticuerpos anti-humanoanti-CD54 (ICAM-1) (IgG1, R-PE)BD Pharmingef", San
Diego, CA, USA), anti-CD14 (lgG2a, R-PEL4ltag San Francisco, CA, USA), anti-
HLA-A, B, C (MHC 1) (IgG1, R-PE) BD Pharminge™, San Diego, CA, USA), anti-
HLA-DR, DP, DQ (MHC II) (IgG2a, RPE), anti-CD29 (IgG1, R-PEBD Pharmingef",
San Diego, CA, USA), Mouse IgG1 (Control de Isotipo, R-REltag San Francisco,
CA, USA), Mouse IgG2a (Control de Isotipo, FIT@altag San Francisco, CA, USA),
anti-HLA-DR (HB-55, 1gG2a,ATCC Rockville, MD, USA), anti-CD18 (Ts1/18, 1gG1,
ATCC Rockville, MD, USA),anti-CD86 (FUN-1, IgG1BD PharmingeﬁM, San Diego,
CA, USA), anti-CD4 FITC (BD, CA, USA); CD8 FITC (BD, CA, USA), CD25 PE
(Caltag, San Francisco, CA, USA), CD3 ARE€Bioscience), IL-6 PE (IQ) ,anti-IL-17
PE(eBioscience) y anti-Foxp3 (Caltag Lab, CA).

4.2. Marcaciones de superficie

Las células fueron inmunomarcadas para estudiar la expresion de moléculas de superficie.
Para esto, luego del tratamiento adecuadocéulas se centrifugaron a 2000 r.p.m., se
resuspendieron en PBS frio y luego se realizaron marcaciones directas. Las células se
incubaron en frio durante 40 minutos con el anticuerpo de ratdn conjugado a un

fluorocromo a la concentracion indicada por el fabricante. Como control de isetipo s
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utilizé un anticuerpo de raton irrelevanttambién marcado con el fluorocromo
correspondiente. Finalmente las células sarlan con PBS-azida de sodio en frio, se
resuspendieron en 4@ de PBS frio en los tubos de FACS y la fluorescencia se cuantifico
por citometria de flujo mediante el citometro FACSCalitBeoton Dickinson-BPSan
José, CA, USA). Luego, los resultados oldesise analizaron con el programa WinMDI

para Windows version 2.9.

4.3. Marcaciones intracitoplasmaticas

Para el analisis del factor de transcripcion FOXP3 se realiz6 una marcacion intracelular
utilizando el kit de e-Biosciendac., junto a una doble marcanidirecta de superficie para

CD4 y CD25 segun se detall6 anteriormente. Para el analisis de la expresiod eeéLH -

17 también se utilizé el kit de e-Bioscience Inc., junto a una doble marcacién directa de
superficie para CD3. En ambas marcaciones se distribuyerofi défias por tubo y se
realizé una marcacion de superficie de tipo directa para CD25 (FTC) y CD4 (PE-Cy5) o
CD3 (APC) segun se describe smdrriba. Luego, las células se lavan con PBS frio, y se
resuspenden en el buffer de fijacion y permeabilizacion. Posteriormente, se incabaro
4°C entre 30-60 minutos y se lavaron con PBS frio. Nuevamente, se volvieron a lavar con
buffer de permeabilizacién y se bloqueé conuRde suero normal de raton durante 15
minutos en oscuridad, agregandosd del anticuerpo anti-FOXP3 (PE),ub de anti-IL-6

(PE) o 7 ul de anti-IL-17. Las células se incubaron en oscuridad durante 30 mint@os a 4
Finalmente, se lavaron las células con 1,5ml de buffer de permeabilizacién y se

resuspendieron en PBS. Las células se analizaron por citometria de flujo.

4.4. Deteccion de células apoptoticas por Anexina V

CMSP (1x18/pocillo) fueron cultivadas en placas de 6 pocillos durante 48 hs con SLPI
(4ug/ml) en medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) conteniendo L-glutamina
(2 mM), gentamicina (4@g/ml) y 10 % de SFB decomplementado (Gibco, Grand Island,
NY, USA) a 37 °C en una atmésfera de 5 % de CO2. Los controles positivos de apoptosis
fueron cultivados en RPMI 36 (Gibco, Grand Island, NY, USA) en ausencia de suero
durante el mismo periodo de tiempo. Las células fueron marcadas utilizando el kit
comercial Annexin V-FITC Apoptosis Detem Kit | (BD PharmingenTM, San Diego,
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CA, USA) siguiendo el protocolo del fabricante y la apoptosis fue medida con un equipo
FACSCalibur (Becton Dickinson-BD, San José, CA, USA). Luego, los resultados

obtenidos se analizaron con el programa WinMDI para Windows version 2.9.

4.5. Determinacion de Citoquinas Th1/Th2

Para establecer el efecto del SLPI sobre la produccién de citoquinas se utilizé el Kit Il de
Citoquinas Humanas Th1/Th2 de Beckton Dickinson. EI mismo permite cuantificar sobre
la misma muestra, mediante una citometridlaje, la concentracion de seis citoquinas:
IFN-y, TNF-0, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2. El kit coniene seis poblaciones de particulas con
distintas intensidades de fluorescencia para cada citoquina. Se paliadécuantificar
citoquinas en diferentes medios condicionagesbrenadantes celulares. Los resultados se
analizan con el software Cytometric Bead (Beckton DickinsonD&ago, CA, USA).

5. DETERMINACION DE CITOQUINAS POR ELISA

5.1. ELISA para la deteccion de IFNy

Se adhirié el anticuerpo monoclonal de captura anti yANHmano (clon NIB42, 1,25
ug/ml) (e-Bioscience, San Diego, CA) a la superficie de las placas de 96 pocillos (de alta
unién a péptidos) en PBS-BSA 0,1% por 16 hs a 4 °C. Luego se descartd el medio y sin
lavar se bloqued la placa con PBS-BSA 0,1 % (1hr, temperatura ambiente). La placa luego
fue lavada con PBS-Tween-20 (0,05 % - 0,1 %) 5 veces y después se incorporaron las
muestras de sobrenadante de cultivo (2h, temperatura ambiente). Se lavé 3 veces con PBS -
Tween-20 (0,05 % - 0,1 %) y se agrego el segundo anticuerpo anti hiEhano biotina
conjugado (clone 4S.B3, 1,2f5/ml) (e-Bioscience, San Diego, CA) en PBS-BSA 0,1%
(1hr, temperatura ambiente). Luego de lavar 5 veces, se adiciono la Avidina-HRP (PIERCE
Thermo Fisher Scientific LSR, U.S.) y se incub6 30min a temperatura ambiente.
Finalmente, se lavd la placa 5 veces y para el revelado se utiliz6 3,355
tetrametilbenzidina (TMB, Siga St. Louis, MO, USA); la reaccion se detuvo con una
solucion de HSO, 1 N. Las absorbancias fueron determinadas por lectura a 450 nm en

lector de placas de ELISA absystems Multiskan, Londrelglaterra, Reino Unido). La
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curva estandar fue realizada a partir de rhjH€-Bioscience, San Diego, CA) mediante
diluciones seriadas en PBS-BSA 0,1 %.

5.2. ELISA para TGF-$1

Se midié la concentracion de TGFen los sobrenadantes de cultivo de CMSP mediante
ELISA de tipo sandwich. Para este ensayo se diluy6 el anticuerpo primario anfli @iGF-

una solucién fosfato alcalina a una concentracion final dg/gl (R&D, Minneapolis,

MN) y se adsorbié a una placa de ELISA de alto pegado (Falcon, New Jersey, USA) por 18
hs a temperatura ambiente. Luego se lavo la placa con PBS+1% TwWeese2procedié a
bloquear los sitios de pegado no especificos con una solucion de 0,5% sacarosa +1% SBF
+0,1% azida durante 2 horas a temperatura ambiente. El siguiente paso fue lavar la placa y
se agregaron las muestras y una curva patron de concentracién conocida. & uregéGs

la placa durante otras dos horas a temperatura ambiente, se lavo y se agregd el anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa. Luego de una incubacion de 2 horas a temperatura
ambiente se lavo y se procedié al revelado con el agregado dep®s pocillo de O-
phenylenediamine (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), luego de 10 a 30 minutos al
abrigo de la luz la reaccion se detuvo conuPBle HSO;, registrandose la absorbancia a

492 nm en un lector de ELISA.

6. WESTERN BLOT

6.1. Deteccion deB-a

CMSP (16 /pocillo) fueron estimuladas con IL-2 (&/ml) y tratadas con SLPI (4ug/ml)
durante 2 hs y luego se preparan extractos celulares totales. Las células fueron lavadas y
solubilizadas en solucion de lisis (CHAPS 1% en TBS, Sigma-Aldrich y Cocktail Inhibido

de Proteasas, Sigma-Aldrich) 1h a 4°C. Luego de centrifugar los extractos (12,000 g,
15min, 4 °C), las proteinas fueron luego cuantificadas utilizando el kit de r@iaroB
(PIERCE Thermo Fisher Scientific LSR, U.S.). Cantidades equivalentes de proteina fueron
sembradas y corridas en geles de poliacrilamida-bisacrilamida al 6% en presencia de SDS,
luego transferidas a membranas de néhdosa (Hybond ECL, GE Healthcare) y
finalmente incubadas en presencia del anticuerpo especifza (C-21, Santa Cruz

Biotechnology, CA), o anf-actina (Santa Cruz Biotech). Luego de sucesivos lavaglos, s
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realizé el revelado del anticuerpo unido especificamente utilizando anticuerpos policlonales
anti-conejo conjugados con peroxidasa (HRP) (Chemicon International, MA) y se revela
mediante quimioluminiscencia (ECL, GE Healthcare) y placas Kodak BioMax.

Finalmente, el resultado se analizé por densitometria utilizando el programa Image J.

6.2. Deteccion de T-bety GATA-3

Para la deteccion de Het y GATA-3, las CMSP (Pipocillo) fueron estimuladas segun

que experimento con IL-2 (8 ng/ml),M. tuberculosis((5ug/ml), IL-4 (2 ng/ml) y SLPI
(4ug/ml) durante 4 dias o 24hs. Luego se preparan extractos celulares totalescgd® pro
como se describié anteriormente; en este caso utilizando los anticuerpos especificos para T-
bet (Santa Cruz Biotechnology, CA), GATA-3 (Santa Cruz Biotechnology, CA) @-anti-
actina (Santa Cruz Biotech). Luego de sucesivos lavados, se realizd el revelado del
anticuerpo unido especificamente utilizandspectivamente anticuerpo policlonal anti-
raton conjugado con peroxidasa (HRP) (Chemicon International, MA) y policionial
conejo conjugado con peroxidasa (HRP) (Chemicon International, MA). Finalmente, se
procede a realizar el revelado mediagtemioluminiscencia (ECL, GE Healthcare) y

placas Kodak BioMax.

7. SISTEMA DE ENTRAMPAMIENTO DE SLPI

7.1. Preparacion de microsferas conteniendo SLPI

Las microesferas de palicaprolactona (PCL) (PM: 14.000, Sigma, St. Louis, MO, USA)
conteniendo SLPI fueron preparadas usando una emulsibn agua-en-aceite-en-agua
(A1/O/A;) basada en una técnica de evaporacion de solvente. Brevemente, 400 mg de PCL
fueron disueltos en 10 ml de diclorometano grado HPLC (solucion O, Anedra, San
Fernando, Buenos Aires, Argentina). Un mililitro de una solucién conteniendo 0,8 mg de
SLPI (A1) y 30 mg de manitol fueron adicionados a la solucion O, mezclando en un vortex
durante un minuto. Esta primera emulsién/@ fue entonces adicionada con agitacion
constante a 100 ml de una solucién acuosa #ede alcohol polivinilico (PVA, Riedel-de

Haén, Seelze, Hannover, Alemania). La emulsiGiiOA, obtenida fue mantenida a

temperatura ambiente por 4 hs hasta la completa evaporacion de diclorometano. Las
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microesferas fueron entonces centrifuga&@9Q r.p.m. a temperatura ambiente) y lavadas

tres veces con agua destilada. Finalmente las microesferas fueron liofilizadas.

7.2. Ensayos de liberacion

Treinta miligramos de microesferas se suspendieron en 300 ul de PBS a 7,4 pH. Las
muestras fueron incubadas a 4° y 37° centigradas y se vortexearon para reasiespende
microesferas. Para evaluar la proteina liberada, los tubos se centrifugaron yreldaoiiee

fue removido; se rellenaron los tubos con 300 ul de PBS fresco y se colocaron a la
temperatura seleccionada. Las muestras se tomaron en intervalos especificos de tiempo
durante 40 dias. Para determinar la cantidad de SLPI liberado se realiz6 un dmsayo
ELISA.

7.3. Actividad biolégica del SLPI entrampado

CMSP fueron sembradas en la cadmara infad®iuna placa de 24 pocillos y estimuladas
con IL-2 (8 ng/ml). En una camara superiocecaron 10 mg de microesferas de SLPI o
microesferas control. Ambas camaras fueron separadas por un filtro de policarbonato con
un tamafio de poro de Quin. Al 5to dia se incorpora un pulso de 18 hs de [3H]-thymidine

en la camara inferior.

8. EXPERIMENTOS IN VIVO

8.1. Animales

Para los experimentads vivo, se trabajé con ratones hembras BALB/c o C57/B6 de ocho
semanas de edad obtenidas del bioterio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Nacional de La Plata (UNLP) y mantenidos en el bioterio del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Medicina, Univetad de Buenos Aire&\demas se utilizaron

ratas machos adultas Sprague—Dawley obtenidas del Bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires. Todos los animales fueron mantenidos de

acuerdo con las normas del NIH para el cuidado y uso de animales de experimentacion
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8.2. Orquitis Autoinmune Experimental (EAO)

El cuadro de orquitis se logra inmunizando ratas machos adultas Sprague—Dawley con un
homogenato testicular (TH). El TH se obtiene mediante el disgregado mecénico de los
testiculos de ratas Sprague-Dawley en solacion salina con el mixer Omni por 30
segundos. La concentracion final del TH alcanzada fue de 500 mg/ml. Un total de 0.4 ml de
TH fueron emulsionados con 0.4 ml de adjuvante complete de Fre@ly y se
utilizaron para las inmunizaciones. Los animaéssbieron tres inmunizaciones, la primera

al dia 0 del protocolo y luego con un intervalo de 14 dias. En la inmunizacién, se inyecto
0.8 ml del TH emulsionado de forma intradéanen la almohadilla plantar y en mdultiples
sitios cercanos a ganglios regionales. Para analizar el efecto del SLPI en el modelo se
realizaron dos esquemas para la administracion de la microparticulas cargadas con SLPI.
Para el esquema 1 se administré desde el dia 0 y cada semana 100 mg de microparticulas
con SLPI o Microparticulas Control de rfima subcutanea. Para el esquema 2 se
administraron las microparticulas SLPI o control a partir del dia 35 y luego eado$2dy

49. Finalmente los animales fueron sacrificados y pesados al dia 56. Los testiculos fueron
fijados con solucion de Bouinysembebidos en parafina para determinar la histopatologia.
Ademds se obtuvieron los ganglios linfaticos renales, iliacos, popliteos e inguinales y los
bazos para analizar la proliferacion linfocitaria. Dos dias antes de ser sacrificados los
animales fueron estimulados en la pata con 0,1 ml del TH y se cuantificé la respuesta de
hipersensibilidad retardada a las 24 y 48 hdiendo la inflamacion de la pata con un

microcalibre.

8.3. Obtencion de esplenocitos y ganglios linfaticos de ratas

Para obtener los esplenocitos y linfocitosgamglios linfaticos, seacrificaron las ratas
adultas Sprague-Dawley y se extrajo el bazo, los ganglios popliteos, inguinales, iliacos y
renales. Posteriormente, fueron disgregado por un lado los ganglios y por el otro el bazo de
forma esteéril en flujo laminar en una placapéri utilizando inicialmente bisturis y luego

una malla metalica y el émbolo estéril de una jeringa en presencia de RPMI 1640 (Gibco,
Grand Island, NY, USA). Las células obtenidas se lavaron tres veces con RPMI 1640
(Gibco, Grand Island, NY, USA) centrifugand@@00 r.p.m. por 5 minutos. De esta forma

se obtuvieron aproximadamente 8%X@lulas que se cultivaron en RPMI 1640 (Gibco,
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Grand Island, NY, USA), suplementado con 5 % de suero bovino fetal decomplementado
(SBF) (Gibco, Grand Island, NY, USA), L-glutamina (2mM) y gentamicinap@nl) a
37 °C en estufa con 5 % GO

8.4. Proliferacion celular

51C/pocillo células obtenidas de los ganglio linfaticos o del bazo fueron cultivadas en
placa de 96 pocillos con fondo en U en 20@e medio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island,
NY, USA), suplementado con 5 % de suero bovino fetal decomplementado (SBF) (Gibco,
Grand Island, NY, USA), L-glutamina (2mM) y gentamicina (#fml) a 37 °C en estufa

con 5 % CQ. Las células fueron estimuladas con ConA ydml) o TH (5 pg/ml) y se
cuantificé la incorporacion de timidina a los 3 dias con un pulso de 18 hs de [3H]-
thymidine.

8.5. Modelos de hipersesibilidad retardada (HSR)

La hipersensibilidad por contacto se indujo en ratones BALB/C. En un primer modelo se
pinto la piel del lomo rasurado de los animales con 20 ul de 2% 1-cloro-2,4-diniteaben
(DNCB) en acetona. Nueve dias después los animales fueron desafiados en ambas orejas
con 10 ul de DNCB 0,05% o acetona como control. En el otro modelo de hipersensibilidad
se sensibilizaron ratones BALB/C {#Kd) por la administracion de AiQinfocitos
obtenidos del bazo y ganglios linfaticos de ratones C57/B6 (H-2Kb). Las células fueron
inyectadas de forma intradérmica en enire de los BALB/C. Siete dias después los
animales fueron desafiados por la inyeccion en las orejas®dinfbeitos de C57/B6 o
células singeneicas de ratones BALB/C.raPambos modelos un grupo de ratones
recibieron la administraciéon subcutanea de SLPI ybddia, tres dias antes de la
sensibilizacion y todos los diael protocolo experimental. ElI grupo de animales control
recibié buffer de dilucion. La inflamacion se evalu6 con un microcalibre 34ay 48 hs.

Los resultados representan la media de la diferencia en grosor entre la oreja que recibi6 el

estimulo y la oreja que recibio el control.
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8.6. Modelo de trasplante de piel

Se utilizaron animales que presentan incompatibilidad en moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad. Los animales fueron anestesiados con una combinacioén apropiada de
ketamina-xilacina. Los animales receptores BALB/c(H)2Kembra de 8 semanas se les
rasuro un area aproximada de 10°@n el lomo y se realizé un implante de piel obtenida

de la oreja de los ratones dadores C57/B6 (B-2Rl implante se cubrié con un aposito
protector y una cinta hipoalergénica para prevenir que los animales se muerdaman la zo
En el dia de la operacion se agregarom@@e SLPI o buffer en el sitio del implante. En

los animales receptores se administrd de forma s.c. en el lopgp d® SLPI en 10Ql de
volumen 3 dias antes de la operacion y tddeglias durante el experimento o buffer de
dilucién como control. Finalmente al 6to dia se retiraron los apositos protectores y se
evalud el grado de rechazo del trasplante. Se considero rechazo cuando el ésaalanecr

supero6 el 70% del implante.

9. ESTUDIOS CON MUESTRAS DE PACIENTES

9.1. Caracteristicas de los pacientes y criterios

Cincuenta y cinco pacientes se enrolaron en este estudio luego de habernos atorgado
consentimiento informado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki y el protocolo fuera
aprobado por el Comité de Etica del Hospital de Clinicas “José de San Martin”. Los
criterios de inclusion y exclusion se muestesmla Tabla 2. Diecisiete pacientes (edades
49-78) fueron diagnosticados con EPOC, veidittedades 49-83) fueron diagnosticados

con cancer de pulmén y quince dadores sanos (edades 41-83) donaron sangre para este
estudio (Tabla 3). Las muestras de sangre de pacientes con cancer de pulmon y EPOC
fueron obtenidas previas a cualquier tratamiento o durante un ensayo de rutina

respectivamente.
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CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION

e Sujetos normales, ex fumadores, e Con morbilidades severas: IC —
fumadores, pacientes con EPOC de Diabetes, alteraciones de la marcha
acuerdo a la definicion del e Asma
consenso ATS-ERS, pacientes con e Infarto de miocardio en los 4

cancer de pulmon. Gltimos meses
e Estado estable de la enfermedad Angina inestable

e Capacidad para realizar la Insuficiencia cardiaca congestiva
recoleccion de aire espirado y las Diabetes mellitus

prl;]ebas diagnosticas para definir la Infeccidn activa
cohorte. Infeccién HIV

Tabla 2. Criterio de inclusion y exclusion utilizado en el estudio.

Dadores Sanos Pacientes con EPOC Pacientes con Céancer de Pulmén

N2 | Edad | Sexo N2 | Edad | Sexo | EPOC N2 | Edad | Sexo | Cancer | EPOC
(anos) (anos) Estadio (afios) Estadio | Estadio

1 83 F 1 75 M 1] 1 7 M ND* -

2 67 M 2 55 F Il 2 59 M ND -

3 74 F 3 70 F I 3 66 M [ -

4 45 F 4 49 M v 4 75 M [

5 4l F 5 65 M 1] 5 76 M v -

6 77 F 6 65 M v 6 64 F I v

7 57 F 7 56 M Il 7 59 M v I

8 61 F 8 59 F I 8 59 M ND -

9 54 F 9 65 F v 9 73 F ND -

10| 41 M 10 67 M v 10 76 M ND Il

11 78 M 11 62 M Il 11 65 F ND -

12 55 F 12 69 M v 12 7 M v 1]

13| 61 F 13 65 M I 13 ] 53 M A -

14 [ 48 F 14 74 M Il 141 74 M I Il

15 | 54 F 15 78 M v 15 49 F v Il

16 55 F 1] 16 83 M ND -

17 77 M I 171 6t F ND -

18 4! M ND -

19 72 M ND -

ND=No Determinado 20 58 = | I

Tabla 2. Muestras utilizadas para el estudio. d %0 i o .

22 50 M ND 1l

23| 78 F b Il
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9.2. Proliferacién de CMSP

La proliferacion celular fue determinada por la incorporacion de 3H-Timidina. CMSP
(10°/pocillo) de pacientes con cancer de pulmén y EPOC fueron sembradas en placas de 96
pocillos fondo en U con 200 ul de medio completo y estimuladas con IL-2 (8 ng/ml). Un
conjunto de dadores sanos fue usado como patréon y el indice de proliferacion (IP) se

calculo con la siguiente férmula:

prol. Pacientes con IL-2 — prol. Pacientes sin IL-2
IP = e —— -
prol. patrén con IL-2 — prol. patrén sin IL-2

A los 5 dias de cultivo se agregé a cada pocillopl He 3H-Timidina ([methyfH]
thymidine; 5uCi/ml, actividad especifica 20 Ci/mmol; Perkin-Elmer, Boston, MA, USA).
Luego de 18 horas se cosechan las célulascyastifica la proliferacion celular midiendo

la incorporacion de 3H-Timidina, utilizando un contafiate centello liquido.

9.3. ELISA para estudiarlos niveles de SLPI

El nivel de SLPI plasméatico se deteni utilizando un ELISA sandwich. Primero se
adhirié un anticuerpo monoclonal de ratén anti-SLPI humano (Ilg@d/ml) (Hbt, Uden,

North Brabant, Holanda) a lsuperficie de las placas de 96 pocillos (de alta union a
péptidos) en PBS por 16 hs a 4 °C. Luego se descartd el medio y sin lavar se bloqueé la
placa con BSA 0,5 % - Leche 1 % en PBS (1hr, 37°C). La placa luego fue lavada con PBS-
Tween-20 (0,05 % - 0,1 %) 5 veces y después se incorporaron las muestras de plasma (1h,
37 °C). Se lavo 3 veces con PBS - Tween-20 (0,05 % - 0,1 %) y se agreg6 el segundo
anticuerpo policlonal de conejo anti-SLPI humano (Oyyml), (Hbt, Uden, North
Brabant, Holanda) en BSA 0,5% - Lechel% -PBS (90 min, 37 °C). Se repiti6 el lavado 5
veces y se adicion6 para revelado el anticuerpo policlonal de cabra anti - [Aeje
conjugado a peroxidasa (1:1200) en BSA 0,5% - Lechel% - PBS (1hr, 37 °C). Finalmente
se revelo utilizando 3,3",5,5" tetrametibenzidina (TMB, Sigma, St. Louis, MO, USA) y la
reaccion se detuvo con una solucién d8® 1 N. Las absorbancias fueron determinadas

por lectura a 450 nm en lector de placks ELISA (Labsystems Multiskan, Londres,
Inglaterra, Reino Unido). La curva estandar fue realizada a partir de SLPI producido y

purificado en nuestro laboratorio.
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10. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se reatiediante el analisis de la varianza (ANOVA)

y para la comparacién entre medias sézaron los test de Student-Newman-Keuls y
Dunnett segun se indica en la leyenda de cada figura. La comparacion entre grupos en los
estudiosn vivo fue realizada utilizando el testle Student y Mann-Whitney para datos no
apareados. La correlacion se analizé con un test de Spearman's. Se consideré6 como
significativo un valor de p < 0,05 (*), y como altamente significativo un valor de p < 0,01
(**), y p < 0,005 ().
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RESULTADOS

1. ACTIVIDAD DEL SLPI SOBRE LA REPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

Como se menciond en la introduccion, la principal funcion del SLPI es la de actuar como
un anti-inflamatorio bloqueando la actividad proteolitica de las serino proteasas liberadas
por los leucocitos y antagonizando la accién del'tP8 %2153 sin embargo, el papel

del SLPI en la respuesta inmune adaptativa tedawise ha sido elucidado. Por lo tanto, el
primer objetivo fue determinar la capacidad del SLPI de modificar la proliferacion

linfocitaria en respuesta a diferentes mitdgenos.

1.1. Efecto del SLPI sobre Igroliferacion linfocitaria

En primer lugar se analiz6 la actividad &Pl en un CML. Para ello, CMSP de dos
dadores sanos fueron incubados durante 5 dias en presencia o ausencieentesdife
concentraciones de SLPI. La figura 11A muestra que el SLPI disminuyé la proliferacion
celular de manera dosis dependiente. Luego, se analizé la capacidad del SLPI de modificar
la proliferacién linfocitaria inducida con IL-2. En este caso, CMSP de un Unico dador sano
fueron incubadas en presencia o0 ausencia de IL-2 y SLPI. En la Figura 11B se observa que
el SLPI también disminuyd la proliferacia@elular inducida con IL-2 de manera dosis

dependiente.
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Figura 11. El SLPI inhibe la proliferacién linfocitaria . (A) CMSP (10° /pocillo) de dos dadores
sanos se incubaron por 5 dias en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de SLPI

(0.04, 0.4 0 4 ug/ml). (B) CMSP de un dador sano se incubaron en presencia de IL-2 (8 ng/ml) y de
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diferentes concentraciones de SLPI. Tanto para (A) como para (B), luego de 5 dias de incubacién,
la proliferacién se cuantificé por incorporacion de [3H]TdR durante las Ultimas 18 hs del cultivo. La
proliferacion en ausencia de SLPI fue de 99 + 2.7% en (A, o) y 98 £ 3.5 %, en (B, m). Los datos se
expresan como medias + ESM del porcentaje de proliferacion de doce experimentos diferentes
para (A) y para (B). *p < 0.01; **p < 0.001. ANOVA pos hoc Dunnett para comparaciones

multiples.

Luego se analiz6 la capacidad del SLPI de modificar la proliferacion celular inducida con el
anticuerpo OKT3 (anti-CD3). Este anticuerpoussreconocido mitdégeno especifico para
linfocitos T. Para ello, CMSP fueron tratadas con el anticuerpo OKT3, en presencia o
ausencia de SLPI, tal como se describe en Materiales y Métodos. En la Figura 12 se
observa que el SLPI disminuy¢ significativarteeta proliferacion lifocitaria inducida por

el tratamiento con OKT3. Este resultado sugique el SLPI inhibe la proliferacion de
linfocitos T.

140
120
100
80
60

40
20

=1 Control
I SLPI

*kk

% PROLIFERACION

Control OKT3

Figura 12. El SLPI inhibe la proliferacién de linfocitos T . CMSP (10 /pocillo) se cultivaron por 5
dias en presencia de OKT3 (2 ng/ml) o de un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo (grupo
control). Ambo grupos (control y OKT3) fueron tratados o no con 4 pg/ml de SLPI. La proliferacion
se cuantificd por incorporacion de [3H]TdR durante las ultimas 18 hs del cultivo. Los datos se
expresan como medias £ ESM del porcentaje de proliferacion relativo al control de proliferaciéon de

4 experimentos. ***p < 0.001 ANOVA pos hoc Dunnett para comparaciones multiples.

Para descartar la posibilidad de un efectoctwxiel SLPI sobre los linfocitos, se estudi6 la
presencia de apoptosis y necrosis en tinés estimulados con un mitdogeno (PHA),

tratados o0 no con SLPI. En estos experimentos, como la idea era ver un efecto tdxico
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directo del SLPI sobre los linfocitos, el agregado de SLPI se hizo a las 48 hs post-
estimulacion con PHA y la presencia de apoptosis y/o necrosis se evalué realizando un
ensayo de anexina e loduro de Propidio. En la Figura 13 se observa que el SLPI no
modifica significativamente la apoptosis ni la necrosis de los linfocitos, sugiriends que

efecto del SLPI sobre la proliferacion de linfocitos no se debe a un efecto toxiddrdlel S

21% 15%
o - 1ot J = g
Anexina >
Figura 13. SLPI no produce apoptosis ni necrosis de linfocitos. CMSP fueron estimuladas con

PHA (1 pg/ml) por 48 hs, luego se agregd SLPI (4 ug/ml) o Buffer (Control) y se incub6 durante 24
horas mas. Las células fueron marcadas utilizando el kit comercial Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit | (BD Pharmingen™) y la apoptosis fue medida con un equipo FACSCalibur. Los
resultados obtenidos se analizaron con el programa WinMDI para Windows versién 2.9. Se

muestra un experimento representativo de tres.

Varias de las actividades descriptas para el SLPI no dependen de swaddtikibitoria

sobre las serino proteasas. Para determinkr actividad inhibitoria del SLPI sobre la
proliferacion linfocitaria podria ser dependiente o no de la actividad antb-ggdteasa, se
generd un SLPI con sus residuos de metionina oxidados (SLPI OXI), tal como se describe
en la seccién Materiales y Métodos. Luego, se evalud la actividad anti-serino proteasa del
SLPI OXI. Este ensayo se basa en la inhdmailel clivaje del susito inducido por una
serino proteasa (tripsina). Como se observa en la Figura 14A, el SLPI inhibe la accion
enzimatica de la tripsina, impidiendo que esta actie sobre el sustrato. En la misma figura
también se observa que el SLPI OXI es incapaz de inhibir la actividad de la tripsina,
indicando que SLPI oxidado ha perdido suvad#id inhibitoria sob# las serino proteasas

(Figura 14A). Finalmente se probo el efecto del SLPI OXI sobre la proliferacion de CMSP
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inducida con IL-2. En la Figura 14B, se obsequa el efecto inhibitorio del SLPI sobre la
proliferacion linfocitaria se mantiene aun con el SLPI OXI, sugiriendo que el efecto del

SLPI sobre la proliferacion linfocitaria no depende de su actividad anti serinoproteasa.
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Figura 14. La inhibicién de la proliferacion linfocitaria es independiente de la actividad anti-

proteasa . (A) Se preincuba tripsina (0,02 - 0,05 %) junto con SLPI o SLPI OXI por 15min a 37°C y
luego se agrega el sustrato cromogénico. El producto del clivaje del sustrato por accién de la
tripsina se detecta por espectrofotometria midiendo la absorbancia a 405 nm en un lector de
placas de ELISA. Se grafica un ensayo representativo de tres. (B) CMSP (10°/pocillo) se cultivaron
por 5 dias en presencia de IL-2 (8 ng/ml). Los cultivos fueron tratados con 4 pug/ml de SLPI o SLPI
OXI. La proliferacion se cuantificé por incorporacién de [3H] TdR durante las Ultimas 18 hs. del
cultivo. Los datos se expresan como medias + ESM de tres experimentos diferentes. *p < 0.05; **p

< 0.01. ANOVA pos hoc Dunnett para comparaciones multiples.

1.2. Efecto del SLPI sobre la activacion linfocitaria

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, el siguiente objetivo fue determinar el efecto
del SLPI sobre la activaciéon de los linfocitos T. En particular se analizé la expresion del
receptor de alta afinidad para IL-2 (CD25) en CMSP estimuladas con OKT3, en presencia o
ausencia de SLPI. En la Figura 15 se observa que el agregado de SLPI en el cultivo no
afect6 los niveles de expresion de CD25liefocitos no estimulados con OKT-3. En la
misma figura se observa que el agregado de OKT3 aumenta la expresion de CD25 en los
linfocitos CD4 y CD8. Sin embargo, el agregado de SLPI a los linfocitos estimulados con

OKT3, s6lo disminuyd significativamémel nimero de linfocitos CD@D25" (Figura 15).
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Este resultado sugiere que el SLPI modificadfivacion linfocitaria especificamente sobre

la poblacion T CD4 colaborador.

A Control SLPI OKT3  OKT3+SLPI B
W3 8 4 5 48 45 57 34
== Control
40+ I
10 BN SLPI
ol *
al
O |l o 10 30
- N
> ()
cD4 Q
< 201
411 1 12 1 44 49 44 46 o
10+
3]

> Control OKT3
cD8

Figura 15. SLPI disminuye la expresién de CD25 en linfocitos CD4 *. CMSP fueron estimuladas
0 no por 48 hs con OKT3 en presencia o ausencia de SLPI (4 pg/ml). Luego, las células fueron
cosechadas y marcadas con anti-CD25 mAb-PE y CD4-FITC o CD8-FITC y analizadas por
citometria de flujo. (A) Experimento representativo. (B) Se representa la Media + ESM de cuatro
experimentos independientes Unicamente para la poblacion CD4". *p < 0.05 ANOVA pos hoc

Student-Newman-Keuls para comparaciones multiples.

Se ha propuesto que la actividad anti inflaoriat del SLPI también esta mediada por la
inhibicion de la degradacion proteolitica deBly de la inhibicion de la activacion del
factor de transcripcion NEB™**>> Por lo tanto, el siguiente paso fue estudiar la capacidad
del SLPI de modificar los niveles deB en los CMSP estimuladas con IL-2. En la Figura
16 se observa que la IL-2 disminuyd significativamente los nivelexBle. ILa sola
presencia de SLPI en los cultivos incrementd los niveledesada kBa. y revirtid la
degradacion dexBa inducida por IL-2 (Figura 16). Estos resultados sugieren que el SLPI
inhibe la activacion linfocitaria a través deithibicion de la translocacion nuclear de NF-
kB.
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Figura 16. SLPI inhibe la degradacion de kB a. CMSP (105’pocillo) fueron tratadas con IL-2 (8
ng/ml) y SLPI (4 yg/ml) durante 15 min. Luego las células fueron incubadas una hora en hielo con
buffer de lisis. Se cuantificé la concentracién de proteinas totales por el método de Micro BCA™.
Los lisados celulares se sembraron en las calles con una concentracién de proteinas de 15 ug en
un gel de 15 % SDS-PAGE. Los Western blot se revelaron con un anticuerpo policlonal IkBa. y otro
anticuerpo para f actina. (A) Experimento representativo. (B) Densitometria de las bandas de tres
experimentos independientes. Los datos se expresan como medias £+ ESM. **p<0.001 ANOVA

pos hoc Dunnett para comparaciones multiples.

.3. Efecto del SLPI sobre la diferenciacion linfocitaria

La diferenciacion de los linfocitos CD4acia los distintos perfiles T colaboradores es un
proceso crucial de la inmunidad adaptativa que define el tipo de respuesta frente a
patdgenos, y en muchos casos estd involucrada en la patogénesis de enfermedades
mediadas por el sistema inmune. Por lo tanto, el siguiente objetivo fue evaluar la capacidad
del SLPI para direccionar el perfil de respuesta T. Para lo cual, se examiné la expresion de
citoquinas caracteristicas del perfil Th1l (IFNFNF-o e IL-2) y del perfil Th2 (IL-10, IL-6

e IL-4) en sobrenadantes de cultivo de CMSP incubados durante cinco diageroigps

SLPI y en ausencia de mitdgenos. En la figura 17 se observa que el agregado de SLPI
aumento significativamente la produccion de IL-10 e IL-6, pero no de IL-4 e IL-2. También
se observa un aumento de las citoquinas {BNTNF-a, que no fueron estadisticamente

significativas.
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Figura 17. SLPI modifica la produccién de citoquinas del perfil Th1/Th2 En sobrenadantes de
cultivo de CMSP estimulados con SLPI (4 yg/ml) durante cinco dias se midié la concentracién de
las distintas citoquinas mediante citometria de flujo utilizando el Kit Il de Citoquinas Humanas
Th1/Th2 de Beckton Dickinson. Las barras representan las medias + ESM de 3 experimentos

independientes. Los datos fueron analizados utilizando el test de Student-Newman-Kule; *p<0.05.

El siguiente paso fue evaluar si el efed SLPI sobre la produccion de citoquinas se
mantenia aun en presencia de una citoquina caracteristica del perfil Thl como es IL-2. Para
este ensayo se utilzaron CMSP obtenidas a partir de un donante sano que se incubaron con
SLPI (4 pg/ml) e IL-2 (8 ng/ml) durante cinco dias. En la figura 18 se observa que la
presencia de IL-2 genera una tendencia hacia la reversion del efecto provocado por el SLPI
sobre IL-10 e IL-6(Figura 18 A y B). Mientras que en el caso de las citoquinas de perfil
Thl, como IFNy y TNF-, la presencia de IL-2 produce un ligero aumento en la expresion

de las mismas tanto en linfocitos tratados o no con SLPI (Figura 18 C y D). Sin embargo,

en ninguno de estos casos, las diferencias fueron estadisticamente significativas.
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Figura 18. El agregado de SLPI no modifica sustancialmente el patron de citoquinas

inducido por IL-2 . En sobrenadantes de cultivo de CMSP estimulados con IL-2 y tratadas con
SLPI (4 pg/ml) durante cinco dias se midi6 la concentraciéon de las distintas citoquinas mediante
citometria de flujo utilizando el Kit Il de Citoquinas Humanas Th1/Th2 de Beckton Dickinson. Las
barras representan las medias £ ESM de 2 experimentos independientes. A) IL-10; B) IL-6; C) IFN-

v; D) TNF-a. Los datos fueron analizados utilizando el test de Student-Newman-Kule.

En una instancia posterior, se profundizé los estudios del efecto del SLPI sobre la
produccion de citoquinas. Para lo cual se realizaron curvas de dosis respuesta y cinéticas de
la produccién de citoquinas en los CMSP tratados solamente con SLPIl. Como se observa
en la Figura 19A, el SLPIper seaumentd los niveles de IL-6 e IL-10 de manera dosis
dependiente a los 5 dias, alcanzandose un plateau cqug/hde SLPI. Ademas, este

efecto del SLPI sobre la produccion de IL-6 e IL-10 disminuye en funcién del tiempo,
teniendo un maximo de produccion a las 24 hs (Figura 19B). No se observaron cambios en

los niveles de IFNs TNF-, IL-4 e IL-2 (dato no mostrado).
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Figura 19. SLPI aumenta IL-10 e IL-6 de forma dosis y tiempo dependiente. (A) En

sobrenadantes de cultivo de CMSP estimulados con concentraciones crecientes de SLPI (0.04, 0.4
0 4 pg/ml) durante cinco dias se midio la concentracion de las distintas citoquinas. (B) En
sobrenadantes de cultivo de CMSP estimulados con SLPI (4 ug/ml) a lo largo de cinco dias se
midié la concentracion de las distintas citoquinas. Se utilizo el Kit I de Citoquinas Humanas
Th1/Th2 de Beckton. Los datos se expresan como medias £ ESM de tres experimentos diferentes.

*n < 0.05; **p < 0.01. ANOVA pos hoc Dunnett para comparaciones multiples.

Los resultados obtenidos, muestran claramente que el SLPI no induce una respuesta de tipo
Th1l, ya que no hay un incremento de IsN-que tiene una tendencia a inducir citoquinas
mas vinculadas al perfil Th2, a pesar de no observar aumentos en la produccion de IL-4.
Por lo tanto, se hipotetizé que el SLPI tendria una actividad moduladora peractoriad

de los diferentes perfiles de citoquinas. Para comprobar esta hipotesis, se analizo la
actividad del SLPI en respuesta a un potente inductor de respuestas de tipo Thl como
Mycobacterium tuberculosiéTB). Para lo cual, se termind la produccion de IFiN-en

los sobrenadantes de cultivo de CMSP tratados con un lisado de MTB en presencia o
ausencia de SLPI. En la Figura 20 se observa que el agregado de ginyl dle SLPI
disminuy6 significativamente los niveles de IFNinducidos por el antigeno en los
sobrenadantes de las células a las 24hhibicion sobre los niveles de IFNse observo

aun cuando el antigeno se colocé 30 minutos antes o 30 minutos después deb afglega

SLPI (datos no mostrados).
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Figura 20. SLPI disminuye la produccién de IFN- y. Curva dosis respuesta de SLPI sobre la
produccion de IFN-y. Mediante sandwich ELISA se determino los niveles de IFN-y (pg/ml) en
sobrenadante de CMSP estimuladas con un lisado de M. tuberculosis H37Rv (5ug/ml) y tratadas
con SLPI (0.004; 0.04; 0.4 y 4 pg/ml) durante 24hs. Los datos se expresan como la media £ ESM
de seis experimentos independientes.m Valor de IFN-y en el control=MTB+Buffer. *p<0,05, **p<0,01

Test t de Student para datos no apareados.

EL siguiente paso fue analizar la capacidad del SLPI de modificar los niveles de los
factores de transcripcion T-bet y GATA-3. Para lo cual CMSP fueron tratadas con MTB,
IL-2 o IL-4 en presencia o0 ausencia de SLPI, cuantificAndose los niveles de estos factores
de transcripcion por Western Blot. En la Figura 21A se observa que el lisado de MTB e IL-
2 aumentan los niveles de T-bet. Sin embagegte aumento no se observa cuando el SLPI

se encuentra en los cultivdSBuando se analizaron los niveles de expresion de GATA-3,
ninguno de los tratamientos pudo modificar los niveles basales de este factor de
transcripcion (figura 21B). Esta uUltima serie de resultados muestran que el SLPI claramente

disminuye los marcadores tipicos del perfil Th1, sin alterar el patron Th2.
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Figura 21. SLPI inhibe la expression de T-bet . CMSP fueron tratadas con IL-2 (8 ng/ml), IL-4 (2
ng/ml), MTB (un lisado de M. tuberculosis H37Rv (5ug/ml)) y SLPI (4 ug/ml) por 5 dias segun se
indica en la figura. Luego, las células se lisaron mediante la incubacion por una hora con buffer de
lisis en hielo. Las proteinas se cuantificaron por el ensayo de Micro BCA™. Los lisados celulares
con cantidades equivalentes de proteinas (17 pg/calle) se sembraron en un gel de 12 % SDS-
PAGE. Los Western blot se analizaron por quimioluminiscencia con un anticuerpo policlonal para T-
bet(A), GATA-3 (B) y Pactina(A y B). Los datos se expresan como medias + ESM de la
densitometria de las bandas de tres experimentos independientes. *p<0.05 ANOVA pos hoc

Dunnett Comparaciones multiples.

2. MECANISMO DE ACCION DEL SLPI

Los resultados hasta aqui presentados muestran claramente una actividad inhibitoria del
SLPI sobre la proliferacion linfataria y sobre la produccion de IFNEstos resultados son
llamativos ya que hasta el momento so6lo se habian descrito acciones directas del SLPI
sobre monocitos y macrofagos, pero no sobre los linfocitos. En esta seccién se describen

experimentos que tratan de caracterizar el efecto del SLPI sobre los linfocitos.

2.1. Efecto del SLPI sobre los monocitos

Los experimentos hasta aqui descritos, fueeatizados con CMSP. Es decir que el efecto
inhibitorio del SLPI bien podriger directo sobre los linfocitos o indirecto al actuar sobre
monaocitos presentes en los cultivos. Para probar la presencia de un efecto directo del SLPI
sobre linfocitos, las CMSP fueron depletadde monocitos, y las células restantes

(mayoritariamente linfocitos) fueron incubadas con IL-2 y SLPI. En este caso, el SLPI no
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modifico la proliferacién celular (Figura 22), sugiriendo que el efecto del SLPI depdsnd

la presencia de monocitos. Para probar esta hipotesis, las CMSP depletadas d¢esmonoc
fueron estimuladas con IL-2 y cultivadas en presencia He 10 monocitos y SLPI. En la
Figura 22 se observa que el agregado derihocitos, restablecié el efecto inhibitorio del
SLPI sobre la proliferacion celular. Notablemente, la cantidad de monocitos en el cultivo

fue crucial ya que la presencia dé€ trbnocitos no pudo restablecer el efecto del SLPI.

] Control

Il SLPI
% 140-
o ¥ - -
<
% 100‘ ok ——
LL 80 *%
-
O 60+
[0
ﬂo- 40+
X
< 20-

CMSP Linfocitos Linfocitos Linfocitos
+ +
103 Monocitos  10* Monocitos
Figure 22. Los monocitos son necesarios para inhibir la proliferacion . CMSP 10° depletadas

de células CD14" fueron cultivadas por 5 dias en presencia de IL-2 (8ng/ml). Los cultivos fueron
suplementados con o sin SLPI (4pg/ml) y 10° 0 10* células CD14". La proliferacion se cuantifico
como se indica en la figura 11. Los resultados se expresan como media £+ ESM para 3
experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones

multiples.

Siendo el monocito el blanco de la accion del SLPI, el siguiente paso fue analizar los
efectos del SLPI sobre los monocitos. En prifugar se estudio la capacidad del SLPI de
modificar la expresion de moléculas de superficie (CD54, CD14, MHC |, MHC II, CD86 y
CD18) sobre poblaciones de monocitos puros obtenidos a través de gradientes de Percoll.
Estas determinaciones secikron por inmunomarcacion directa cuantificando Ila
fluorescencia por citometria de flujo. Pagatos experimentos, lIos monocitos fueron

tratados con SLPI durante 18 horas como fue indicado de forma detallada en Materiales y
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Métodos. Analizadas las inmunomarcaciones se pudo observar que el SLPI disminuyd
levemente la expresion de CD14 (Figura 23 A) y MHC 1l (Figura 23 B); en tanto que no se
observaron diferencias en la expresion de CD54 y MHC | (Figura 23 C y D
respectivamente). Las moldéas de superficie CD18 y CD86 tampoco presentaron

diferencias en su expresion (datos no mostrados).
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Figura 23. SLPI disminuye CD14 y MHC Il en monocitos.  Expresiéon de CD14 (A), MHC de clase
Il (B), MHC de clase | (C) y CD54 (D) en monocitos tratados o no con SLPI. Monocitos sin tratar
(histogramas negros) o tratados con SLPI (4 yg/ml) durante 18 hs. (histogramas de color segun el
caso) fueron marcados con anticuerpos monoclonales fluorescentes anti-CD14 (A) o anti-HLA -
DR, DP, DQ (B) o anti-HLA - A, B, C (C) o anti-CD54 (D). Se muestran los resultados obtenidos en
un experimento representativo de tres experimentos independientes. El control de isotipo se
muestra en gris y fue similar para ambos grupos en todos los casos.

Debido a que en las citometrias no se encontraron grandes cambios en las moléculas de

superficie que puedan justificar el efecto inhibitorio de la proliferaciésigaiente paso
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fue evaluar la presencia de factores solubles producidos por los monocitos tcatados
SLPI. En este caso los monocitos fueron aislados por seleccion positiva para la molécula
CD14 y los medios condicionadde monocitos (MCM) se obtuvieron tal como se describe

en la seccion Materiales y Métodos. Una gbtenidos los MCM, estos fueron analizados

en su capacidad para modificar la proliferacion de CMSP depletadas de monocitos e
respuesta a IL-2. La figura 24 muestra que Unicamente los MCM derivados de monocitos
pre-tratados con SLPI tenian la capacidad de inhibir la proliferacion celular inducida por
IL-2. Es importante remarcar que los MCM derivados de monocitos pre-tratados con SLPI
carecen de SLPI, ya que los medios se obtienen durante 24 horas posteriores al tratamiento

con el SLPI y luego de lavar exhaustivamente a las células.
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Figure 24. Los MCM generados con SLPI inhiben la proliferacion. CMSP depletados de

células CD14" fueron cultivadas por 5 dias estimuladas con IL-2 (8 ng/ml) y tratadas con MCM
pretratados o no con SLPI. La proliferacion se cuantificé como se indica en la figura 1. Los datos se
expresan como medias = ESM del porcentaje de proliferacién relativo al control de proliferacién
para 6 experimentos independientes. *p<0.05, *p<0.05 ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones

multiples.

Analizados también la expresion de las citoquinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, &NFH-N+y
en los sobrenadantes de estos cultivos al final del periodo de incubacion (5to dia) se
comprobo que el MCM pretratado con SLPI disminuyd dramaticamente los niveles de IFN-

v (Figura 25) al tiempo que aumento la expresion de IL-4, IL-6 e IL-10. Estos resultados
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son muy similares a los de la Figura 18 donde se analizaban las citoquinas en los
sobrenadantes de los cultivo de CMSP en presencia de IL-2+SLPI. De esta manera, el SLPI
estaria actuando a través de los monocitos disminuyendo la proliferacion linfocitaria al
inhibir respuestas de tipo Thl.
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Figura 25. SLPI modifica el perfil de secrecién de citoquinas . Los MCM pretratados con SLPI

inducen la expresion de IL-4, IL-6, IL-10 e inhiben IFN-y en los sobrenadantes de cultivo de CMSP
depletadas de monocitos y tratadas con IL-2. Las citoquinas se cuantificaron con el kit BD™
Cytometric Bead Array y los resultados fueron analizados con BD™ CBA Software. Los datos
representan la media £ ESM de tres experimentos independientes. . *p<0.05, **p<0.01. ***p<0.001

ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones multiples.

2.2. Efecto sobre la serecion de citoquinas

Los resultados hasta ahora descritos demuestran que el SLPI modifica la proliferacion
linfocitaria y el patron de citoquinas a través de al menos un factor soluble, probablemente
una citoquina, liberada por los monocitos. Por lo tanto, se analizé los niveles dé-H.-2,

IL-6, IL-10, TNF-o. e IFN+ en los sobrenadantes de los MCM que presentaban actividad
inhibitoria sobre la proliferacion. Los niveles basales de y\FNNF-a e IL-2 en los MCM

se encontraron por debajo de los limites deat#dn de la técnica utilizada y el SLPI no
modifico dichos niveles. Sin embargo, en la Figura 26 se observa que el SLPI aumento la
secrecion de IL-4, IL-6 e IL-10 sugiriendo que los monocitos tratados con SLPI favorecen

la secrecion de citoquinas anti-inflamatorias o de un perfil Th2. Estos resultados muestran
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que el SLPI actuando a través de los monocitos, secretan citoquinas del perfil Th2 que

podrian disminuir la proliferacion linfocitaria y los patrones de tipo Th1l.
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Figura 26. SLPI modifica el perfil de secrecién de citoquinas en MCM . Expresion de citoquinas

IL-4, IL-6 e IL-10 en MCM pretratados o no tratados con SLPI (4ug/ml). Las citoquinas se
cuantificaron con el kit BD™ Cytometric Bead Array vy los resultados fueron analizados con BD™
CBA Software. Los datos representan la media £+ ESM de tres experimentos independientes. .
*p<0.05, **p<0.01. **p<0.001 ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones multiples.

Para corroborar efectivamente que el ef@uhibitorio de los MCM sobre la proliferacion

se debian a las citoquinas presentes en el mismo e inducidas por el SLPI, se realizaron
experimentos de blogueo de las citoquinas IL-10 e IL-6. En la figura 27 se observa que los
anticuerpos bloqueantes para IL-10 e IL-6 nodogn revertir el efecto inhibitorio de los

MCM pre-tratados con SLPI sobre la proliferacion linfocitaria. Estos resultados sugieren
gue ninguna de las 2 citoquinas examinadas (IL-10 e IL-6) presentes en los MCM son las

responsables de generar la inhibicion linfocitaria.
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Figura 27. IL-10 e IL-6 no son responsables de inhibir la proliferacion. 10° CMSP depletados

de monocitos fueron cultivados por 5 dias en presencia de MCM pretratados con SLPI. Los Ac
blogueantes para IL-6 (1 ug/ml) e IL-10 (0.5 pg/ml) fueron agregados a los MCM 30 minutos antes
del ensayo y permanecieron en los cultivos durante los 5 dias. La proliferacion se cuantifico como
se indica en la figura 11. Los resultados se expresan como media + ESM para tres experimentos

independientes. **p<0.01 ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones multiples.

El siguiente paso fue examinar si el agregado exdgeno de estas citoquinds-@Led] -

10) presentes en los hallados en los MCM pre-tratados con SLPI, podrian simular el efecto
inhibitorio del SLPI. Para ello, CMSP fueron tratadas con IL-2 en presencia de las
citoquinas recombinantes IL-10, IL-6, IL-4 e IRN-Vale la pena aclarar que las
concentraciones utilizadas para estos ensty@®n las mismas que las halladas en los
MCM pre-tratados con SLPI. En la figura 28 se observa que la inhibicion de la
proliferacion linfocitaria se produjo cuands células fueron incubadas Unicamente con
IL-4. Este efecto se observo aun en presencia de las demas citoquinas. A pattis de e

ultimos resultados es posible hipotetizar que el SLPI actla sobre los monocitos al inducir
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un aumento en la produccién de IL-4 y esta molécula podria ser la responsable de producir

la inhibicion de la proliferacion linfocitaria observada.
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Figura 28. IL-4 inhibe la proliferacién linfocitaria . CMSP (10° /pocillos) se cultivaron por 5 dias
en presencia de IL-2 (8 ng/ml). Los cultivos fueron tratados con o sin IL-4 (2ng/ml); IL-6(10 ng/ml);
IL-10 (0.7 ng/ml); IFN-y (10 ng/ml) o SLPI (4 pg/ml). La proliferacién se cuantific6 por la
incorporacion de [3H]TdR durante las ultimas 18 hs. del cultivo. Los datos se expresan como
medias + ESM de dos experimentos independientes. **p < 0.01, ***p < 0.001 ANOVA pos hoc

Dunnett para comparaciones multiples.

2.3. Actividad del SLPI sobe Células dendriticas (CDs)

Ademés de los monocitos, otro de los plesitblancos del SLPpodrian ser las células
dendriticas (CDs). Por lo tanto, en esta seccion se estudié el efecto del SLPI sobre CDs
derivadas de monocitos. En primer lugar se analizo si el SLPI podria modificantgdden

de las CDs, en particular la expresion de moléculas de MHC de clase | y Il. Una vez
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generadas las CDs como se describe enridkge y Métodos, éstas fueron expuestas a
SLPI durante 18 horas. En la Figura 29 se observa que el tratamiento de las CDs inmaduras
con SLPI (18 hs, 37°C), disminuy¢ la expresion de MHC de clase |, pero no modifico la
expresion de MHC II. Estos resultados son opuestos a los hallados en monocitos, por lo
tanto se especul6 que la cepiad de estas CDs o sus medios condicionados (MCCDs) pre-

tratadas con SLPI podrian ser diferentes a los MCM.

N° de células

100 10t 102 103 10
MHC |

Figura 29. SLPI disminuye MHC | en células dendriticas . CDs sin tratar (histograma negro) o
tratadas con SLPI (4 pg/ml) (histograma verde) durante 18 hs fueron marcadas con un anticuerpo
monoclonal fluorescente anti-HLA- A, B, C. Se muestran los resultados obtenidos en un
experimento representativo de tres experimentos independientes. El control de isotipo se muestra

en gris y fue similar para ambos grupos.

De esta manera, una vez generados los MCCDs pretratados con SLPI se analiz6 la
capacidad de los mismos para modificar la proliferacion CMSP depletadas de monocitos en
respuesta a IL-2. La figura 30 muestra que los MCCDs tratados con SLPI no pudieron
disminuir la proliferacion linfocitaria, por el contrario, aumentaron los niveles
proliferacion. Con estos experimentos queda demostrado que el SLPI puede actuar sobre
monocitos y sobre CDs, pero los resultados podrian ser diametralmente opuesto en cuanto a

la capacidad de modular la proliferaclériocitaria y el perfil de citoquinas.
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Figura 30. Los MCCDs tratados con SLPI aumentan la proliferacion linfocitaria.

CMSP depletados de células CD14" fueron estimuladas con IL-2 (8 ng/ml) y tratadas con MCCDs
pretratados con SLPI. La proliferacion se cuantific6 como se indica en la figura 11. Los datos se
expresan como medias + ESM del porcentaje de proliferacién relativo al control de proliferacién
para dos experimentos independientes *p<0.05, ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones

multiples.

Siendo las CDs, una de las mippales células inductoras déderentes tipos de respuesta
inmune, se hipotetizd que el tratamiento de las CDs con SLPI podria estar modificando o
modulando el perfil de respuesta inmune. Sin embargo, la presencia del SLPI esta ligada a
la presencia de la elastasa neutrofilica. De hecho, la elastasa induce la liberacion de SLPIy
esta a su vez inhibe la actividad de la elastasa. Ademas, en nuestro laboratorio trabajos
previos demostraron qua elastasa neutrofilica humanainpipal sustrato del SLPI, tiene

la capacidad de inhibir la actividad linfoproliferativa de CDs en cultivos mixtos alogénicos,
aumentando simultaneamente los niveles de FGFdisminuyendo los niveles de IL-6
(Figura 31).
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Figura 31. Efecto de la Elastasa sobre las CDs . CDs fueron tratadas por tres horas con Elastasa,
luego fueron lavadas e incubadas por 48 hs en medio completo. Finalmente el sobrenadante se
recuperd y se cuantific6 TGF-B1 por ELISA e IL-6 por el kit BD cytometric bead array. Para la
proliferacion las CDs fueron cocultivadas con CMSP por 5 dias y se cuantificé la proliferacién como
se indica en la figura 11. Los datos representan las medias + ESM de tres experimentos

independientes *p<0.05, ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones multiples.

Dada que la produccion de T@Fes caracteristica de los linfocitos T reguladores y que la

IL-6 inhibe la expresion de T reguladoras, se hipotetizd que las CDs tratadas con elastasa
estarian disminuyendo la proliferacion linfocitaria al generar un aumento en la poblacion de
células T regulatorias; en tanto que el Skttibiria la generacién de T reguladoras al
bloquear la actividad de la elastasa y aumentar de manera exagerada IL-6. Parardemostra
esta hipotesis las CDs fueron tratadas castasa, SLPlI o ambos durante 3 horas. Luego

de una serie de lavados, las CDs se las co-cultivaron con CMSP alogénicas y, akBto dia,
cuantificd la poblacion que expresaba el marcador FOXP3, caracteristico de linfocitos T
reguladores. La Figura 32 muestra que las CDs pretratadas con elastasa aumentan los
niveles de células CDAOXP3 mientras que el tratamiento con SLPI revierte el aumento
observado. Simultdneamente a esta observacion se pudo determinar que el SLPI induce una
disminucion en los niveles de T@Fen CMSP (Figura 33). Por lo tanto es posible
especular que el SLPI disminuye los nivelles T reguladoras inducidos por la elastasa

neutrofilica modificando los niveles de TGE-
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Figura 32. SLPI inhibe la induccién de Treg. CDs fueron tratadas con elastasa (75 puM) en
presencia o no de SLPI (4 ug/ml) por tres horas. Luego las CDs fueron lavadas y sembradas en
cultivo con 10° CMSP por 5 dias. Finalmente las células fueron marcadas con CD4-PE-Cy5 y
FOXP3-PE como se describe en materiales y métodos. (A) Corresponde a un experimento
representativo. (B) Media £ ESM de cinco experimentos independientes. *p<0.05, ANOVA pos hoc

Dunnett Comparaciones multiples.
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Figura 33. SLPI disminuye los niveles de TGF- . Se cuantifico TGF- en sobrenadantes de
cultivo de CMSP estimulados con SLPI (4 ug/ml) a lo largo de cinco dias. Mediante un sandwich
Elisa se determino los niveles de TGF-B. Media + ESM de 2 experimentos independientes Los

datos fueron analizados utilizando el test de Student-Newman-Kule; * p<0.05, ** p<0.01.
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Existe un balance entre los distintos tigies respuesta inmune. De tal manera que la
ausencia de regulacion por parte de las T reguladoras podria llevar a la induccion de
enfermedades autoinmunes. Es por eso que la siguiente pregunta fue si un exceso de SLPI
sobre las CDs podria estar induciendo un patron de citoquinas compatibles con
enfermedades autoinmunes al disminuir las T reguladoras y aumentar los linfocitos Th17.
Para corroborar esta hipétesis se disefidgalesite experimento. CDs fueron pre-tratadas

con SLPI e incubadas con CMSP alogénicas y OKT3. De esta manera, se genera una
respuesta proliferativa elevada. Al 5to dia las células fueron cosechadas y se cuantificaron
los niveles linfocitarios intracitoplasmaticos de IL-6 e IL-17 por citometria de flujo en las
células CD3. Los resultados de la Figura 34 muas que las CDs pretratadas con SLPI
aumentan los niveles intracitoplasmaticos de IL-6 y de IL-17 en los linfocitos. Estos
resultados indican que el SLPI actuando edas CDs podria estar favoreciendo el pefrfil

Th17.
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Figura 34. SLPI aumenta los niveles de IL-6 e IL-17 . CMSP estimuladas con OKT3 e incubadas
con CDs alogénicas pretratadas con SLPI (4 pg/ml) fueron marcadas con un anticuerpo
monoclonal CD3 APC (eBioscience), IL-6 PE (A) (IQ) y anti-IL-17(B) (eBioscience). Se muestran
los resultados obtenidos en un experimento representativo de dos experimentos independientes. El

control de isotipo se muestra en negro y fue similar para ambos grupos.

En conjunto, hasta aqui estos resultados sugieren que el SLPI estaria inhibiendo la
producciéon de linfocitos T reguladores, @@rfil Thl e induciendo un perfil Thl7, sin

modificar el perfil Th2.
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3. EFECTO DEL SLPI IN VIVO

La respuesta inmune adaptativa es un componente critico de la defensa demorganis
frente a infecciones para mantener la salud. Desafortunadamente algunas veces la respuesta
inmune adaptativa se activa ante antigenos no asociados a agentes infecciosos y esto puede
generar patologias. Una situacion en la que esto ocurre es en las respuestas conocidas como
reacciones de hipersensibilideelardada. Las reaccioneshdpersensibilidad retardada son
trastornos causados por una disfuncion eedalacion del sistema inmune. Son respuestas
inmunes carentes de una regulacibn adecuada, dirigidas contra antigenos propios
(enfermedades autoinmunes) o foraneos. Por lo tanto frente a los resultados observados
para el SLPI en cuanto a su capacidad de modificar el patron de secrecion de citoquinas y
los distintos factores de transcirpcion de los perfiles T. Se decidié evaluar la capacidad

inmunomodulador del SLPI en distintos modefosivo de hipersensibilidad retardada.

3.1. Efecto del SLPI en la Oguitis Autoinmune Experimental

A partir de los resultados obtenidiosvitro sobre el efecto del SLPI en la proliferacion y
diferenciacién de los perfiles T en humanos se decidié evaluar la relevanestode
resultados en un modelo de Orquitis Autoinmune Experimental (EAO) en ratas. Sin
embargo, previo a comenzar a trabajar con este modelo, y dado que s@addp@LPI
humano y no murino, decidimos examinar la capacidad del SLPI humano de inhibir la
proliferacion de esplenocitos murinas vitro. Para ello esplenocitos de ratas fueron
incubadodn vitro con el mitdgeno ConA en presencia 0 ausencia de SLPI. Al 5to dia, se
cuantifico la proliferacion como se descrildd la seccion Materiales y Métodos. En la
Figura 35 se observa que el estimulo con ConA aumento la proliferacion cetularlg
presencia de SLPI redujo significativamentehdi proliferacion. Esteesultado permitid
establecer que el SLPI humano tenia efectos sobre la proliferacion de los linfocitos

murinos.
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Figura 35. SLPI inhibe la proliferacién de esplenocitos de ratas. 5x10° esplenocitos fueron

incubados en placas de 24 pocillos con ConA (3 pg/pocillo) en presencia o no de SLPI (2.5
Mg/pocillo). La incorporacién de timidina se midié al 5to dia por un pulso de 18 hs con [3H]-
thymidine 1 puCi/pocillo. Los datos se expresan como medias + DS de triplicados de un experimento

representativo. ***p<0.001 ANOVA pos hoc Dunnett Comparaciones multiples

3.2. Sistema de entrampamiento de SLPI

El modelo de OAE requiere periodos prolongados de tiempo para desarrollarse y para que
se pongan en evidencia las lesiones. Por otro lado se encuentra descrito en bibliografia que
la vida media del SLPIn vivo es muy corta ya que rapidamente es degradado por
proteasas. Por lo tanto se decidido generar un sistema para incrementar la vida media del
SLPIl y de esta manera poder determinar el efecto inmunomodulador en el modelo EAO en
las ratas. Para ello, el SLPI fuetmmpado en microparticulas de peliaprolactona

(PCL) a través de una emulsion agua-en-aceite-en-agl@/f8) tal como se describe en
Materiales y Métodos. El PCL es un poliméiodegradable que a medida que se degrada
permite la liberacion lenta de la sustancia entrampada. El sistema de microparticulas de
PCL demostré en ensayas vitro una liberacion sostenida del SLPI al menos por un
periodo de 30 dias (Figura 36 A). Estos gasae hicieron en dos condiciones: a 37°C y a
4°C. En ambos casos se pudo cuantificar SLPI liberado al medio a partir de las primeras 24
hs y se sostuvo en el tiempo hasta el dia 21 y 30 para las condiciénes de 37°C y 4°C,
respectivamente. También se evalud la atdigi antiproteasa de este SLPI liberado al
medio. Para ello se utilizé el SLPI liberado al medio del dia 21 en la condicién de 4°C vy se
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utilizé como control positivo de inhibiciomle tripsina un SLPI no entrampado. Los
resultados de la figura 36B muestran @qleSLPI liberado al medio tiene la misma

capacidad de inhibir la actividad enzimatica de la tripsina que un SLPI no entrampado.
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Figure 36. Las microparticulas liberan SLPI de manera sostenida. (A) 30 miligramos de

microparticulas secas fueron resuspendidas en PBS y los tubos fueron incubados a 4° y 37°. Las
muestras se tomaron con reposicién del volumen en intervalos de tiempos especificados por un

total de 40 dias. Para evaluar la cantidad de SLPI liberado se realiz6 un ensayo de ELISA
sandwich. (B) El SLPI liberado por las microparticulas inhibe la actividad proteasa de tripsina. La

muestra de SLPI liberado y una muestra de concentracién conocida de SLPI usada como control

positivo fueron incubadas con tripsina y el sustrato colorimétrico N-succinyl-Ala—Ala—Pro—Phe g-
nitroanilida. La absorbancia se midié a 405nm en un lector de microplacas. Los datos expresan las

medias + SD de triplicados para un experimento representativo.

Otro punto que se tuvo que evaluar fue determinar si el SLPI liberado mantendria la
actividad biologica ya descripta. Por lo tanto las microparticulas con SLPI se colocaron en
la parte superior de una camara separada de otra camara inferior por un filtro de
policarbonato de@.4 um de diametros, donde se colocaron las CMSP humanas estimuladas
con IL-2. De esta manera, el filtro dejaria pasar la proteina liberada y si mantenia la
actividad biologica, el SLPI liberado deberia ser capaz de inhibir la proliferacida. En
Figura 37 se observa que el SLPI liberadolps microparticulas presentes en la camara
superior, tuvieron la capacidad de inhibir significativamente la proliferacion de linfocitos

presentes en la camara inferior. Ademas se pudo cuantificar por ELISA el SLPI presente en
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los medios de cultivo. En las células tratadas con microparticulas los niveles de SLPI
fueron de 70t 5 ng/ml mientras que en los contr®lao fue posible detectar SLPI. Esta

serie de resultados muestran que el sistema de entrampamiento disefiado funciona para
generar una liberacion continua y sostenida de SLPI biolégicamente activo. De esta manera
fue posible especular que las microparticutas SLPI podrian ser un sistema efectivo para

modular la respuesta inmune en un modelo murino de autoinmunidad de larga duracién
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Figura 37. SLPI liberado inhibe la proliferacién linfocitaria . CMSP fueron sembradas en la

camara inferior de una placa de 24 pocillos estimuladas con IL-2 (8 ng/ml) en presencia de 10 mg
de microesferas de SLPI o microesferas control presentes en la camara superior. Ambas camaras
se encontraban separadas por un filtro con poros de 0.4 ym. La incorporacion de timidina fue
evaluada a los 5 dias con un pulso de 18 hs de [3H]-thymidine. Los datos presentados son la
media £ ESM de los triplicados de cultivo de 2 experimentos independientes. **p < 0.01 ANOVA

pos hoc Dunnett para comparaciones multiples.

3.3. SLPI disminuye las lesiones en EAO

Una vez establecido y caracterizado el sistema de liberacion denSlifd, se procedio a
estudiar el efecto inmunomodulador del SLPI en el modelo de EAO en ratas. Este modelo
fue desarrollado inmunizando ratas machos aslglba tres dosis de antigenos testiculares

(TH) con adjuvante completo de Freudnd Baordetella pertgsis como coadjuvante, tal
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como se detalla en Materiales y Métodos. Los animales recibieron como tratamiento 100
mg de microparticulas vacias o 100 rdg microparticulas cargadas con SLPI. La
administracion de las microparticulas se realiz6 de forma subcutdnea una vez por semana,
en dos esquemas (figura 38). ElI primer esquema consisti6 en administrar las
microparticulas desde el dia 0 (esquema 1), es decir en la fase de induccion de la EAO. E
el segundo esquema se administré las microparticulas a partir del dia 30 (esquema 2), es

decir una vez finalizado la fase de induccion.

INDUCCI ON DE EAO
HT + CFA, Bp

__— ! !

FL | 1 1 1 L bl 1]

0 7 14 21 28 3542 49 56Dias
SLPI
Tratamiento ' I I I I I ' ' Esquema 1
' I Esquema 2

Figura 38. Induccién de EAO. Las animales fueron inmunizados con 3 dosis, administradas cada
14 dias, de homogenato testicular (HT) (0.4 ml) emulsionados con Adjuvante Completo de Freund’s
(CFA) (0.4 ml) y Bordetella pertussis (Bp) como co-adjuvante. Para el esquema 1, se administro
desde el dia 0 y cada semana 100 mg de microparticulas con SLPI o microparticulas control de
forma subcutanea. Para el esquema 2 se administraron las microparticulas pero solamente a partir

del dia 30 del protocolo. Los animales fueron sacrificados y los testiculos procesados al dia 56.

Se evalud la presencia de lesiones focales en los cortes histologicos de los testioslos de
animales sacrificados a los 56 dias. El cuadro de orquitis fue definido como presecia de
menos un foco de lesion en los cortes analizados al microscopio. La Figura 39 muestra un
corte representativo de la histopatologia encontrada en los animales contrdby en

animales tratados con SLPI.
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Figura 39. Histopatologia testicular . Secciones de testiculos de animales con EAO control y SLPI
(esquema 1) fueron sacrificados al dia 56 luego de la primera inmunizacion. El grupo control
presenta dafio multifocal caracterizado por el infiltrado de células inflamatorias en el intersticio vy
presenta diferentes grados de desprendimiento de las células germinales en los tlbulos
seminiferos. En contraste, los animales del grupo SLPI presentan poco o ningun infiltrado y un

epitelio normal de los tibulos seminiferos. Hematoxilina-Eosina. Aumento X 100.

En la figura 40, se observa que tanto para@squema 1 como para el esquema 2 las
microparticulas de SLPI lograron disminuir de manera significativa la incidencia de la
enfermedad. Ademas de una menor incidencia, el tratamiento con microparticulas SLPI
disminuy6 el grado de severidad de las lesiones cuantificadas a través de un indice que
considera el nimero de lesiones por corte (media indice EAO: control =-6033L;
Esquema 1 =1.650.61; Esquema 2 2.221.05).
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Figura 40. Las microparticulas con SLPI inhiben las lesiones en EAO . Al dia 56 del protocolo

los animales fueron sacrificados y los testiculos fueron fijados con solucién de Bouin’sy embebidos
en parafina para determinar la histopatologia. El indice EAO toma en consideracién el porcentaje
de dafio en los tubulos seminiferos (V), el grado de desprendimiento de las células germinales (T) y
la relacion peso del testiculo/peso del animal (P). Por lo tanto el indice =V+T+P. Cada simbolo

representa un animal (p<0.05, Mann-Whitney test).

3.4. SLPI disminuye la HSR inducida por Ag testicular

Simultaneamente a los experimentos de la seccion anterior, y previo al sacrificio, la
sensibilidad de los animales frente al Agtiular fue evaluada como una manera de
evaluar la hipersensibilidad retiada (HSR). Para ello, dosadiprevios al sacrificio los
animales fueron inoculados de forma subcutanea en la pata con homogenato testicular (TH)
y a las 48 hs se evalud el grado de inflamacion con un microcalibre. En la Figura 41 se
puede observar que los animales tratados con microparticulas con SLPI mostraron una

respuesta significativamente menor frente al Ag.
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Figura 41. Las microparticulas con SLPI disminuyen la HSR . Se cuantificé la HSR frente al HT
en animales con EAO tratadas con microparticulas control o con microparticulas SLPI. Dos dias
previos al sacrificio (dia 54) los animales fueron inyectados de forma subcutdnea en la pata
derecha con 20 pl de HT. En la pata izquierda recibieron solucion salina. La inflamacion se evalué
con un microcalibre a las 48 hs. Los resultados representan la media de la diferencia en grosor
entre la pata que recibié el HT y la pata que recibié soluciéon salina + ESM para cada grupo.

*p<0.05 (Mann-Whitney test). N = 16 ratas/grupo.

3.5. SLPI disminuye la respuesta celular

Por ultimo, también se evalud la proliferacion linfocitaniavitro de las células obtenidas

de los ganglios linfaticos drenantes de losidaks y del bazo en los animales con EOA.

En el dia del sacrificio (dia 56) se obtuvieron los ganglios periféricos de la zona drenante de
los testiculos y del sitio de inmunizacion del Ag testicular (ganglios popliteos, agangli
inguinales, ganglios iliacos y ganglios renales) y el bazo de cada animal. Una vez
disgregados los 6rganos y obtenidas las células, éstas fueron estimuladas con ConA o con
el HT. En la figura 42 se observa que ambos estimulos, Con A y HT, inducen una mayor
proliferacién celular. Este incremento fue menor si las células provenian de los ganglios

linfaticos regionales de los animalestédos con microparticulas con SLPI.
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Figura 42. Microparticulas con SLPI inhiben la respuesta inmune celular. 5x10° linfocitos por

pocillo, obtenidos de los ganglios regionales de ratas con EAO tratadas con microparticulas control
0 microparticulas con SLPI, se incubaron en microplacas estimuladas con Con A 15 ug/ml (A) o Ag
testicular 5 pg/ml (B). Se cuantifico la proliferacion celular por la incorporacién de timidina a los 3
dias con un pulso de 18 hs. Los datos presentados son la media + ESM de los triplicados de cultivo
de tres experimentos independientes. **p < 0.01 ANOVA pos hoc Dunnett para comparaciones

multiples.

Cuando se analizé la proliferacion de los esplenocitos de los animales inducidos a presentar
EAO, se pudo observar un aumento de la proliferacion con ConA, pero no se observd
cambios significativos frente al agregado de HT. Tampoco se pudo apreciar diferencias
significativas en la proliferacion de espleiog provenientes de los animales que habian
recibido microparticulas con SLPI o control (Figura 43). Por lo tanto estos resultados
sugieren que la liberacién sostenida de SLPI disminuye la respuesta inmurnreecelata
ganglios regionales préximos al foco inflamatorio, pero no modifica la reapcedstar a

nivel central. Este podria ser el mecanismo por el cual el SLPI disminuye el grado de lesién

en el modelo experimental de orquitis autoimeal controlar la respuesta celular local.
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Figura 43. SLPI no modifica la respuesta de los esplenocitos. Se colocaron 5x10° esplenocitos

por pocillo, provenientes de ratas inducidas a desarrollar EAO, tratadas con microparticulas control
o microparticulas con SLPI. Los esplenocitos fueron incubados con Con A 15 pg/ml (A) o Ag
testicular 5 pg/ml (B). Se cuantificé la proliferacion celular por la incorporacién de timidina a los 3
dias con un pulso de 18 hs. Los datos presentados son la media + ESM de los triplicados de cultivo

de tres experimentos independientes. ANOVA pos hoc Dunnett para comparaciones multiples.

3.6. Efecto del SLI en modelos deipersensibilidad retardada

Luego de observar el efecto inmunosupresor del SLPI en un modelo de EAO también se
analizo el efecto del SLPI en dos modelo$igpersensibilidad retaedia (HSR) en ratones.

En un primer modelo de HSR, se pinto la piel del lomo rasurado de los animales con una
solucion de 2% DNCB en acetona y nueve dias mas tarde los animales fueron desafiados en
una oreja con 0,05% DNCB o acetona (control) en la otra oreja. Un grupo de ratones
recibié la administracion subcutanea de SLPI tres dias antes de la sensibilizacion y a lo
largo de todos los dias del protocolo experimental. La inflamacion se cuantific6 midiendo
el grosor de la oreja con un microcalibre a las 24 y 48 hs luego del desafié. En la&t&igura

se observa que el tratamiento con SLPI inhibio significativamente la inflamacion en la oreja

solamente a las 48 hs.
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Figura 44. SLPI inhibe la inflamacion inducida por DNCB . Se sensibilizaron los animales

pintando la piel del lomo rasurado con 20 ul de 2% 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (DNCB) en acetona.
Nueve dias después los animales fueron desafiados en ambas orejas con 10 ul de DNCB 0,05% o
acetona como control. Un grupo de animales recibieron la administracion subcutanea de SLPI 10
ug/dia, tres dias antes de la sensibilizacion y todos los dias del protocolo experimental. Otro grupo
de animales control recibi6 buffer de dilucion. La inflamacién se evalué con un microcalibre a las 48
hs. Los resultados representan la media de la diferencia en grosor entre la oreja que recibi6 DNCB
y la oreja que recibié Acetona + ESM para cada grupo. *p<0.05 (Mann-Whitney test). n=8

ratones/grupo.

En un segundo modelo de HSR, se utilizaron células alogénicas para sensibilizar a los
ratones. Se sensibilizaron ratones BALB#6r la administracién intradérmica de ‘10
linfocitos obtenidos del bazo y ganglios linfaticos de ratones C57/B6. Siete dias después los
animales fueron desafiados por la inyeccién en una oreja’dmfb@itos de C57/B6 y en

la otra oreja se inyectaron células singeagide ratones BALB/C como control. Un grupo

de animales recibié la administracion subcutanea de SLRg/Mla, tres dias antes de la
sensibilizacion y todos los dias a lo largd pietocolo experimental. Mientras que otro
grupo recibié buffer (Control). La inflamacion se evalué midiendo el grosor de la oreja con
un microcalibre a las 24 y 48 hs. La figura 45 muestra que en los animales tratados con
SLPI la inflamacion de la oreja fue signifis@mente menor a las 24 hs. Mientras que no

se observan diferencias a las 48 hs. Estos resultados sugieren que el SLPt#ieacdad

de inhibir la respuesta inmune celular.
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Figura 45. SLPI disminuye la inflamacion en HSR . Se sensibilizaron ratones BALB/C por la
administracién de 10’ linfocitos obtenidos del bazo y ganglios linfaticos de ratones C57/B6. Las
células fueron inyectadas de forma intradérmica en el vientre de los BALB/C. Siete dias después
los animales fueron desafiados por la inyeccién en las orejas de 10° linfocitos de C57/B6 o células
singeneicas de ratones BALB/C. Un grupo de animales recibieron la administracién subcutanea de
SLPI 10 nug/dia, tres dias antes de la sensibilizacion y todos los dias a lo largo del protocolo
experimental. Otro grupo de animales control recibi6 buffer (Control). La inflamacion se evalué con
un microcalibre a las 24 y 48 hs. Los resultados representan la media de la diferencia en grosor
entre la oreja que recibid células B6 y la oreja que recibio células BALB/C + ESM para cada grupo.

***n<0.001 (Mann-Whitney test). n=8 ratones/grupo.

3.7. Efecto del SLPI en un mode de trasplante de piel

Generar tolerancia para los 6rganos trasplantados es la meta de muchas terapias. Las drogas
inmunosopresoras, como FK506 o Tacrolimus, inhiben a las células T aloreaivas
manera eficiente. Sin embargo, el tratamiento con este tipo de compuestos puede estar
acompafiado de varios efectos adversos. Por lo tanto, es necesario establecer otras
estrategias para generar inmunosupresion. A partir de los resultados obtenidos que
mostraron al SLPI como un inmunomodulador y una vez establecida su capacidad para

disminuir la respuesta celular en distintos mod@&iogvo se decidié evaluar el efecto del
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SLPI en un modelo de trasplante de piel entre cepas de ratones histoincompatibles. Para lo
cual se utilizaron ratones BALB/C (H-Khembra de 8 semanas como receptores y
ratones C56/B6 (H-2) hembra de 8 semanas como dadores. Luego de corroborar que los
animales se encontraban correctamente anestesiados, a los receptores (BALB/c) se les
rasuro un area aproximada de 10°@n la region lateral del térax y se implantd piel
obtenida de la oreja de los ratones dadores (C57/B6). Luego, el implante se @ulunid c
aposito protector y una cinta hipoalergénica para prevenir que los animales se ranerdan

la zona. Los ratones receptores recibieron distintos tratamientos como condicionamiento 3
dias previos a la operacion y diariamente a lo largo del experimento. Un gruponés ra

fue inyectado con SLPI 10 pg/dia de forma s.c. en el flanco, otro grupo recibié Tacrolimus
40 pg/dia de forma i.p., un tercer grupo recibi6 ambas dosis de SLPI y Tacrolimus.
Finalmente el grupo control fue inyectado ebtuffer utilizado pardailuir las drogas. Al

6 dia se retiraron los apositos protectores y se evalu6 el grado de rechazo plahteans

Se considerd rechazo cuando el area necrosada supero el 70% del implante. La figura 46
muestra que al'8dia el 60 % de los animales del grupo control presentaban rechazo del
injerto; en cambio sélo un 20% de los animales del grupo SLPI (s.c. 10 pg) habian
rechazado el injerto. Por otro lado, ninguno de los animales que habian recibido tacrolimus
(i.p. 40ug) o tacrolimus + SLPI presentaron rechazo al 8vo dia"Adi@, se observo un
rechazo del 82% para el grupo control, 79 % para el grupo SLPI, 20% para tacrolimus y
25% para tacrolimus+SLPI. Al dia 11 el 90 % de los animales que recibieron tacrolimus
rechazaron el injerto vs el 50% de los animales que recibieron tacrolimus+SLPI. En este
altimo grupo, el 100% de rechazos se alcanzd al dia 13. Este resultado muestra que los
animales que recibieron un tratamiento con SLPI, tacrolimus o la combinacion de ambos
lograron prolongar la sobrevida del implante al menos por unos dias. Pero si bien el SLPI

aumento la sobrevida del implante no pudo generar una tolerancia prolongada del implante.
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Figura 46. SLPI prolonga la vida del injerto. Los animales receptores BALB/c hembra de 8
semanas se les rasuro un area aprox. de 10 cm® en el lomo y se realizé6 un implante de piel
obtenida de la oreja de los ratones dadores C57/B6. Los receptores recibieron distintos
tratamientos como condicionamiento 3 dias previos a la operacion y diariamente a lo largo del
experimento. Un grupo de ratones fue inyectado con SLPI 10 pg/dia de forma s.c. en el flanco y
otro grupo el buffer utilizado para diluir las drogas(A). Otro grupo recibié Tacrolimus 40 ug/dia de
forma i.p., un grupo recibié ambas dosis de SLPI y Tacrolimus (B). Finalmente al 6to dia se
retiraron los apositos protectores y se evalud el grado de rechazo del trasplante. Se consideré

rechazo cuando el area necrosada super6 el 70% del implante

4. CONCENTRACION PLASMATICA DE SLPI Y PROLIFERACION
LINFOCITARIA EN PACIENTES CON CANCER DE PULMON Y EPOC.

En la Ultima etapa de este trabajo de tesis, se traté de establecer si el efecto del SLPI

observado sobre la proliferacion linfocitanmmavitro podria tener alguna relevancia clinica

en algun proceso patoldgico. Para lo cual se pensd que se deberia evaluar los niveles
plasméaticos de SLPI y la proliferaciamvitro de las CMSP en respuesta a un mitogénico.

El siguiente punto que se tuvo que considerar fue el tipo de patologia clinica a estudiar. Es

sabido que niveles elevados de SLPI se podrian encontrar en el plasma de pacientes con
procesos infecciosos bacterianos. Sin embargo, se descarto la evaluacion @tedss lép

estos pacientes dado que las citoquinas producidas por la infeccidbn bacteriana podrian

perturbar los niveles de SLPI plasmético. Por lo tanto, se penso en patologias pulmonares
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no infecciosas porque el epitelio bronquialguce niveles muy importantes de SLPI frente

a una injuria. De esta manera, se enrolaron para el estudio pacientes con Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) y pacientes con cancer de pulmon (Tabla 2 y 3
Materiales y Métodos). Los niveles plasmatidesSLPI se cuantificaron a través de un
ELISA sandwich. La proliferacion se cuantifico a partir de CMSP estimuladas con IL-2,
obteniéndose un indice de proliferacion comparando la proliferacion obtenida con una
proliferacion de un patrén de dadores sanos. La figura 47A muestra que la cordcentrac

de SLPI plasmatico en pacientes con cancer de pulmon y EPOC fue significativamente mas
alta comparado con dadores sanos (DS). Mientras que el analisis de los ensayos de
proliferacion linfocitaria de sangre periférica evidencié que el indice de proiderde las

células de pacientes con cancer de pulmén y EPOC no difiere si se comparan con la
respuesta de los dadores sanos (Figura 47B).
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Figura 47. Concentracion plasmatica de SLPI y proliferacion linfocitaria de dadores sanos,

pacientes con cancer de pulmén y EPOC. (A) La concentracién plasmatica de SLPI se cuantificd
por ELISA sandwich. (B) La proliferacion se cuantifico como indica en la figura 5. La proliferacién
de células mononucleares de sangre periférica de pacientes fue siempre comparada a la
proliferacion de dadores sanos realizada en cada ensayo de proliferacion. Por eso, la proliferacién
de células mononucleares de sangre periférica se utiliz6 como patrén y el indice de proliferacion se
calculo como: Pacientes (cpm con [IL-2] — control cpm)/Dadores sanos (cpm con [IL-2] — control
cpm). En el grafico se muestra la media + DS para cada grupo.**<p 0.01, ANOVA pos hoc Dunnett

para comparaciones multiples
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Sin embargo, a partir del analisis de los datos obtenidos se encontr6 una correlacion
significativa entre los niveles plasmaticos de SLPI y el indice de proliferacion para los
pacientes con cancer de pulmoén (Figura 48B), los pacientes con EPOC (Figura 48C) y para
todos los sujetos analizados (Figura 48A). Mientras que no se encontré una correlacion para
los dadores sanos (Figura 48D). Estos resultados sugieren que los niveles plasmaticos de
SLPI podrian ser utilizados como parametros para predecir el estado inmunolégiso de |
pacientes con cancer de pulmény EPOC.
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Figura 48. La concentracidon plasmatica de SLPI se encuentra relacionada negativamente
con el indice de proliferaciéon linfocitaria. Correlacion entre SLPI plasmatico e indice de
proliferacion para todo el estudio (n = 56, A), 24 pacientes con cancer de pulmén (B), 17 EPOC (C)

y 15 dadores sanos (D).Correlacién Spearman's Rank test.
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Al analizar los niveles del SLPI plasmatico en todos los individuos del estudio en relacién a
la capacidad vital forzada expresada como porcentaje del valor teérico esperado (%FVC) se

observa una correlacion significativa. Esta correlacion muestra que a menor %FVC mayor
es el nivel del SLPI plasmético (Figura 49).
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Figura 49. La concentracién plasmatica de SLPI se encuentra relacionada negativamente

con %FVC. Correlacion entre SLPI plasmatico y %FVC para todo el estudio (n = 56). Correlacién

Spearman's Rank test.

Para determinar si el nivel plasmatico tiene valor diagnostico para estas patglpgia
establecer un valor de corte se realizé un curva receiver operating characteristic (ROC) con
los valores de SLPI plasmatico de los dadores sanos y de los pacientes con cancer de
pulmén y EPOC (Figura 50).
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Figura 50. Curva ROC para niveles plasmaticos de SLPI.  El valor del area 0,9042. 95%
intervalo de confianza 0.8221 a 0.9863. Controles n=14, Pacientes n=41. P < 0.0001
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A partir de la curva ROC se pudo estableleersensibilidad y especificidad para los
distintos valores de SLPI plasmatico. Se puede considerar el valor de 60 ng/ml como un
posible punto de corte ya que presenta sensibilidad de 100% y una probabilidad de

obtener falsos negativos es de 34%.

Valor de Corte %Sensibilidad | %Especificidad
SLPI Plasmatico (ng/ml)
40 57.2 97.6
50 71.4 78.1
60 100 65.9
70 100 41.4
80 100 24.4

Tabla 2. Valores Diagnosticos de SLPI plasmatico.
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DISCUSION

Los primeros eventos que llevan al desarrollo de una respuesta inmune adaptativa son
mediados por la captura y el procesamiento de antigenos por parte de las CPA.
Posteriormente, estas CPA migran hacia los ganglios linfaticos donde interactuaran con los
linfocitos. La activacion de los linfocitos es un paso esencial para desarrollar una aespuest
inmune efectiva. Esta activacion provoca la diferenciacién y proliferacion de los linfocitos
hacia sus tipos efectores capaces de reconocer y atacar a los patdogenos. El microambiente
generado por moléculas y citoquinas presentesoahento de la activacion determina los
distintos tipos efectores de la respuesta inmune adaptativa. Es precisamente este aspecto, el
que fue investigado en esta tesis doctoral.

Dada la localizacion epitelial del SLPI y $sncremento en las primeras etapas de un
proceso inflamatorio permitieron especular sobre un posible rol del SLPI en la
determinacion del perfil de la respuesta inemuComo se mencioné en la introduccion, el

SLPI es una proteina basica B,5), policatiénica, no glicosilada de 107 aminoacidos

con un peso molecular de 11,7 kDa formada por dos dominios, cada uno de los cuales
contiene ocho residuos de cisteina que forman 4 puentes disulfuro que estabilizan la
estructura de la molécdff La misma posee gran afinidad por las serino proteasas
neutrofilicas como la elastasa y la catepsif&. @&l SLPI ha sido caracterizado como
moléculas con capacidad anti-inflamatoria debido a su actividad inhibitoria sobre las
proteasas que intervienen en los procesos de dafio tisular. Ademas, un nécreTteate

trabajos avalan la hipétesis de que el SLPI estaria involucrado en fendémenos que
facilitarian la resolucién de la inflamacion al regular eventos relacionados con la
generacion de tolerancia periférica. Debido a estos antecedentes, en este trabajo de tesis se
evalud una posible participacion del SLPI en algunos de los mecanismos de la respuesta
inmune celular. En particular, se estudio el efecto del SLPI sobre la proliferacion
linfocitaria.

En primera instancia se demostr6 que el SLPI tiene la capacidad de inhibir la
linfoproliferacién en distintos modelar vitro; efecto muy similar al descrito para otro
inhibidor de serino proteasas, presentes a nivel utétiriel efecto inhibitorio del SLPI

sobre la proliferacion, fue independiente dstimulo utilizado para la induccion de la
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proliferacion. Por ejemplo, el SLPI logrosdiinuir la proliferacion en cultivos mixtos
linfocitarios. En los CML Is linfocitos son activados debido al reconocimiento de
moléculas de MHC de diferente haplotipo. Mediante la unién del complejo TCR a las
moléculas de MHC se produce la activacion celular por una cascada de transduccion de
sefales que provoca la liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-2, que induce la
proliferacion y diferenciacion de los propios linfocitos. Ademas, se puedo demostrar qu
efecto inhibitorio del SLPI sobre la proligaién también se produce en CMSP estimuladas
con IL-2. Debido a que el efecto inhibitorio observado fue dosis dependiente, esyos ensa
permitieron proponer para SLPI una nuduacién inmunomoduladora de la respuesta
celular. EI modelo de CML utilizado para evaluar el efecto de SLPI, fue atil como una
primera aproximacion al problema. La efectividad del SLPI en distintos modelos de
proliferacion linfocitaria, permitié especular sobre un posible efecto téxico del SLRI sobr
los linfocitos. Sin embargo, esto fue desaiwtal evaluar la ausencia de apoptosis y
necrosis en los ensayos de anexina e loduirdgidio; al menos para el tiempo analizado

y en la dosis utilizada.

Como fue mencionado en la introduccion el SLPI presenta dos dominios unocdeléss
presenta actividad antiserinoproteasa. Un hedfwesaliente en la pegge tesis, ha sido
determinar la independencia del efecto inhibitorio de la proliferacién linfocitakiefecto
antiserinoproteasa del péptido. Esto estd basado en experimentos que muestran que la
molécula de SLPI oxidado que carece de actividad antiproteasa mantiene su actividad
inhibitoria sobre la proliferacion. Este dato presenta gran importancia fisiape#glo
teniendo en cuenta que la actividad anti-proteasa de la proteina es inhibida en el
microambiente inflamatorio por proteasas y compuestos derivados del metabolismo del
oxigeno liberados por los neutrofilos. ElI hecho de que la oxidacidn no modifique la
actividad inhibitoria sobre la proliferacion del SLPI, indicaria que este efecto podria
persistir aun en el sitio de inflamacion. Se conoce la existencia de otradaaes/idel

SLPI que no dependen de la actividad antiproteasa, como por ejemplo la actividad
microbicida'®®. Sin embargo, en este trabajo se demostré que los dos dominios de SLPI
aislados eran significativamente menos activos que el SLPI nativo. Por lo tanto, es probable
gue la actividad microbicida resida en el dominio carente de actividad antiproteasa, pero

requiera del otro dominio para estabilizar molécula y lograr un efecto mucho mas
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marcado. En esta tesis de trabajo, no fue posible evaluar el efecto de cada uno de los
dominos del SLPI por separado sobre la proliferacion, ya que no disponiamos de los
dominios aislados. Sin embargo, serd analizado durante el transcurso de este afio, una vez
gue se obtengan cada uno de los dominios por separado.

En los primeros experimentos, el efecto del SLPI sobre la proliferacion fue evaluado
utilizando CMSP y estimulos mitogénicos inespeo#i Sin embargo, la utilizacién de un
anticuerpo anti CD3 (OKT3) como estimulo mitogénico permitié especular que el efecto de
la inhibicion sobre la proliferacién linfocitaria, se ejercia sobre los linfocitos T, ya que el
anticuerpo OKT3 se une al complejo TCR, y desencadena una cascada de transducciéon de
sefiale§" que provoca la expresion de genes proinflamatorios como IL-2 y CD25. Por lo
tanto, a esa altura del desarrollo de la tesis fue posible especular que el efecto del SLPI
estaria afectando alguno de estos pasos@&stada de sefializacion intracelular. Como en
todos estos modelos de proliferacion linfocitaria analizados, resulta fundamental la
expresion de IL-2 y la de su receptor de aftaidad (CD25), se especuld sobre un efecto

del SLPI en la expresion de IL-2 y/o de CD25. Analizados los resultados de los
experimentos de citometria de flujo donde se estudiaba la expresion de CD25, se pudo
corroborar que el SLPI estaba modificandesthdo de activacion linfocitaria al disminuir

la total expresion de CD25. Ademas, se corrobord que ese efecto se estaba ejerciendo sobre
una subpoblacion de linfocitos T, ya que la disminucion de CD25 solo se pudo observar
sobre los linfocitos CD4Rjgura 15). La disminucién en la expresion de CD25 fue mucho
menor a los niveles de disminucion de la linfoproliferacién. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que esta disminucidén se obtuvo con linfocitos estimulados solamente durante 48
horas mientras que los ensayos de proliferacién se realizaron a cinco dias. A pesar de no
haber medido los niveles de IL-2 en el medio de cultivo, esta serie demexpes
confirmaron la hipétesis, respecto a que el SLPI afecta la expresion de genes
proinflamatorios, ya que se demostro que el SLPI disminuye CD25 y que los linfocitos no
pueden responder frente al agregado de IL-2.

Un paso clave en la activacion linfocitaria es la activacion del factor de trascripciéB. NF-
Normalmente en células no estimuladas los dimeros deB\&stan secuestrados en el
citosol por una familia de proteinas inhibidoras denominadas IkB. Estos inhibidores

enmascaran la secuencia que le permite akBlf-anslocarse al nucleo y unirse al ADN.
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De esta manera, mientras kkBe encuentra unido a los dimeros dedBE-€sta no podra
translocarse al nucleo. Desencadenado el proceso activacion a través del TCR, se produce
la sefalizacién que activan kinasas (denominadas IKK) que fosforilanca(Ri@ura 6).

Esta fosforilacion de k& da la sefial necesaria para que sea degradado por el proteasoma.
Una vez liberado NkB, se transloca al nicleo, y se une al ADN, activando la
transcripcion de genes para citoquinas inflamatorias. La clara inhibicién de la degradacio
proteolitica de #Bo. por el agregado de SLPI, permiti6 concluir que el SLPI impide la
translocacion de NkB al nacleo y por lo tanto la transcripcion de genes proinflamatorios
como IL-2 y CD25 Figura 16). Esta es la primera vez que se describe esta accion del SLPI
en linfocitos.

La diferenciacion de los linfocitos CD4acia los distintos perfiles T colaboradores es un
proceso crucial de la inmunidad adaptativa que define el tipo de respuesta frente a
patdgenos y en definitiva posibles procesawgénicos como autaimunidad o respuestas
exacerbadas frente a Ag inocuos. Como sacinad en la introduccion existen perfiles
definidos de células T colaboradores. Las células Thl producen un grupo dea&i#toqu
consideradas como proinflamatorias como IL-2, liENNF-o que favorecen una respuesta
inmune adaptativa de tipo celular, modifida la capacidad fagocitiade los macrofagos y
activando los linfocitos T citotoxicos. Este tige respuesta celular es muy eficiente para la
defensa del organismo frente agentes patdégenos intracelulares (virus) y, en cietéa medi
frente a la progresion de ckda tumorales. Por el contrario una respuesta de tipo Th2
produce citoquinas consideradas anti-inflamatorias como IL-4, IL-6 e IL-10 que generan las
condiciones para la proliferacion de linfosit8 activados aumentando de esta forma la
producciéon de anticuerpos. A nivel transcripcidoa factores que determinan el perfil de
citoquinas son el factor de trascripciditbet y GATA-3. El primero de ellos es
caracteristico de perfiles Thl y el segundo de perfiles Th2. El SLPI no solo es capaz de
modificar la proliferacion de linfocitos, sino también el perfil de respuesta inmune. Esto
queda demostrado en los experimentos donde se evalla la presencia de las citoquinas
pertenecientes al perfil Thl y al perfil Th2. En estos ensayos sobre CMSP resultd por
demas interesante observar una gran presencia de IL-6 e IL-10 en los cultivos donde SLPI
estuvo presente. Ademas, se corroboré que el SLPI es capaz de inhibir la produccion de

IFN-y inducida por un potente inductor de respuestas Thl, como es un lgad
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Mycobacterium tuberculosisA priori, estos resultados podrian estar indicando una
polarizacion hacia Th2. Sin embargo, cuando se analizd el efecto del SLPI sobre los
factores de trascripcion tipicoe los perfiles Th1/Th2 se encontré que el SLPI disminuyo
significativamente los niveles de T-bet pero no modificd los niveles de GATA-3. Por lo
tanto resulta claro que el SLPI disminujgs linfocitos Thl pero no existen datos
concluyentes sobre la induccién de un perfil Th2.

Uno de los puntos mas interesantes del presente trabajo se refiere a los posibles blancos de
accion del SLPI. ¢Son los linfocitos T el blanco de accion directo del SLPI? Esta pregunta,
no podia ser contestada con los modelogmdiferacion que se venian utilizando, y
ademas, no existia en la literatura, desadipcle receptores de SLPI sobre linfocitos. Sin
embargo, existian muchos trabajos donde se describian receptores del SLPI en mpnocitos,
de hecho, la mayoria de los trabajos publicados, indicaban a los monocitos y macrofagos,
como los blancos de accion del péptido. En los experimentos de esta tesis, también resulto
claro que el blanco de accion de SLPI, para que se exprese el efecto inhibitorio sobre la
linfoproliferacién, era mediado por monocitos; dado que el péptido carecié de actividad
cuando se evalué en poblaciones de linfocitos depletados de monocitos. Esto fue
confirmado, al recuperar el efecto cuando los monocitos fueron reincorporados al cultivo de
linfocitos depletados de monocitos y/o al agregar medios condicionados de monocitos pre-
tratados con SLPHgura 24).

Varios han sido los efectos descriptos del SLPI sobre monocitos. De hecho, la descripcién
de la inhibicién de IkB fue hecha en monocitos, asi como el efecto anti LPS. En este trabajo
de tesis, también se pudo observar queSlePl actia sobre los linfocitos, no sélo
induciendo factores inhibitorios de la linfoproliferacién sino también, modificando el
fenotipo de las células. Por ejemplo, los monocitos tratados con SLPI presentaron una leve
disminucion de las moléculas CD14 y MHCII. Por lo tanto, existia la posibilidad que los
monocitos pretratados con SLPI ejercieran sividad inhibitoria a través de moléculas de
superficie. Sin embargo, como el efecto supresor de los monocitos pre-tratado®tse SL
encontraba presente en los medios condicionados de monocitos, se excluy6 dacheeesi

una interaccién directa entre el monocito y la célula T para que se manifieste el fenémenao.
Es importante aclarar, que el SLPI no esta presente en los medios condicigaages|os

monocitos pre-tratados con SLPI fueron lavados varias veces antes de comenzar a

113



Tesis de doctorado Diego Guerrieri

condicionar el medio. Por lo tanto, el Siftbvoca en los monocitos la liberacion de un
factor soluble que puede disminuir la proliferacion linfocitaria. Este factor soluble bien
podria tratarse de alguna citoquina.

Se conoce que un monocito/macréfago es lo suficientementepléstno para promover
respuestas pro o anti inflamatorias. De hecho, actualmente se habla de un égpectro
poblaciones monocitos/macrofagicas que tienen la capacidad de promover prazgsos pr
anti-inflamatorios, hasta incluso cicatrizantes. Dentro de los efectos del SLPI descritos
sobre los monocitos se destacan la supresién de PGE2 y metaloproteas®s Signdlo

que la PGE2 es promotora de un perfil Thaupresion de PGE?2 llevaria a la induccion de

un perfil Thl. Sin embargo, en este trabajo se observé que en los linfocitos tratados con los
medios condicionados de monocitos pre-tratados con SLPI se inducen citoquinstggue e
relacionadas al patron Th2 como IL-4, IL-6 e IL-10. La posibilidad que estas citoquinas
fueran responsables del efecto inhibitorio de la linfoproliferacion fue evaluado,
agregandolas al cultivo linfocitario en presencia de IL-2. En estos experimentos, se pudo
observar que Uunicamente la IL-4 pudo inhibir la proliferacion linfocitaria inducida por IL-2,

en la misma proporcion que el SLPI. Es importante remarcar, que para estos experimentos,
se utilizaron concentraciones de citoquinas similares a las encontradas en los medios
condicionados de monocitos pre-tratados con SLPI; sugiriendo que la IL-4 producida por
los monocitos podria ser el factor responsable del efecto del SLPI. De hecho, el bloqueo de
IL-10 y/o IL-6 no modificé el efecto del SLPI. Por lo tanto, es altamente probable que la
IL-4 se responsable del fendbmeno, pero faltaria confirmarlo a través de la realizacion de
experimentos de blogueo de la citoquina.

El efecto inhibitorio sobre la proliferacion linfocitaria descrito para el SLPI, contrasta con
la promocion de la proliferacion celular observada para las células epiteliales del
endometrio. Sobre estas Ultispjael SLPI actuaria a nivel de la expresion génica
aumentando las sefiales pro-proliferativas y disminuyendo las sefiales anti-prolif&fativas
Por lo tanto, es posible que los efectos pro o anti proliferativos del SLPI dependan del tipo
celular que se esté analizando.

Teniendo en claro que el blanco de accion del SLPI son los monocitos, y que los mismos
son criticos para que el efecto se manifieste, quedaria por resolver el posible receptor

involucrado en el efecto inhibitorio de la linfoproliferacién. Se han postulado akrmdeso
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recetores para el SLPI; uno es la “scramblase receptor” de la membrana plasmatica y el otro
es la Annexina {f*. Pero ademas, existen trabajos que describen la internalizacién del
SLPI, su unién al sitio de unién de MB-y la interferencia en la interaccion de la region
consenso de NkB con p6%°°. Independientemente de cuél sea el mecanismo de accién
intimo que explique el efecto del SLPI sobre los monocitos, no cabe ninguna duda que el
SLPI induce la producciéon de citoquinas del perfil Th2 (IL-4, IL-6, IL-10), ya que éstas
fueron medidas en el medio condicionado demedos tratados con SLPI. Estos resultados
confirman la posibilidad de que el SLPI esté involucrado en un fendmeno de polarizacion
de la respuesta inmune adaptativa.

Las antiproteasas pueden no soélo actuar sobre los monocitos sino que también afectan a las
CDs. Se ha demostrado que el elafin, otro inhibidor de serino proteasas de la familia del
SLPI, puede activar CDs en pulmdén en modeiosvo en ratdn y llevar la respuesta hacia

un perfil ThZ®”. En otro trabajo, se propone que la expresién de SLPI en CDs contribuye a
generar toleranctd” al disminuir la produccién de agentes proinflamatorios como IL-12 y
MCP-1. En este trabajo de tesis se estudio el efecto del SLPI sobre el fenotipo de las CDs
inmaduras y se encontré una leve disminucion de MHCI sin modificar la expresion de
MHC Il. Ademas, se demostré que los medios condicionados de CDs pre-tratadas con SLPI
tuvieron un efecto opuesto al descrito para los medios condicionados de monocitos al
aumentar la proliferacion linfocitaria. Por lo tanto, se concluye que el efecto del SLPI sobre
la proliferacion depende del tipo celular aradia. Es posible que en el cultivo de CMSP,

al haber mayor cantidad de monocitos queC@s, el efecto preponderante sea el de los
monocitos y no el de las CDs.

Como se mencionod en la introduccion, el SLPI es el principal inhibidor local de la elastasa
neutrofilica, liberado en respuesta a la elastasa. Por lo tanto es altamente factible que el
SLPI se encuentre en un microambiente donde también exista elastasa. Por lo cual, el
analisis del efecto del SLPI podria realizarse teniendo en cuenta la presencia de elastasa.
Trabajos previos, en nuestia@boratorio, demostraron que déastasa neutrofilica humana,
inhibe la actividad linfoproliferativa de CDs en cultivos mixtos alogénicos, aumentando
simultdneamente los niveles de TGR+ disminuyendo los niveles de IL-6. Como fue
mencionado en la introduccion, la presencia de B&R ausencia de IL-6 polariza a los

linfocitos T hacia un perfil regulador. De hecho, el tratamiento de las CDs con elastasa
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produjo un aumento significativo en el nimero de Treg (CER2XP3) mientras que el
tratamiento con SLPI inhibio la expresion de las Treg y la produccion depT@F-
simultdneamente aumentando los niveles de IL-6 e IL-17 (Figura 51). Estos resultados
estarian indicando que el SLPI per se binfa la expresion del perfil Thl y, que en
presencia de elastasa, inhibiria la expresién de las Treg, favoreciendo la diferenciacion
hacia un perfil Thl7. Esto concuerda, con los resultados obtenidos con los medios
condicionados de CDs pre-tratadas con S$Sldiinde se observa un aumento de la

proliferacion linfocitaria, y por lo tanto un estado pro-inflamatorio.

Treg Th2

IL-4
TeFP / IL-10
Bloquea

T Proliferacion CDs SLPI Monocitos Proliferacion l
Linfocitaria

/ Elastasa 4iLa \jnfocnana

Thl7 Thi
e IFN-y
o T-bet

Figura 51. Rol del SLPI como inmunoregulador. El SLPI promueve la generaciéon de CDs que

aumentan los linfocitos Th17 y disminuyen la produccién de linfocitos Treg. Ademas actuando
sobre monocitos bloquea la produccion de linfocitos Thl y aumenta la produccién de citoquinas del

perfil Th2 in vitro.

Resulta contradictorio que la elastasa, una molécula que se encuentran implicadas en
procesos inflamatorios como el dafio generado por la isquemia-reperfusiéon, el dafio
pulmonar agudo inducido por endotcig la artritis inducida por colagen®**° pueda

estar favoreciendo la generacide células Treg. Se ha demostrado que la elastasa genera
una mayor migracion de leucocitos y un aumento de moléculas proinflamatoriasLeomo

1B, CXCL1 y CXCL3'" La elastasa neutrofilica aumenta directamente la expresion del
MRNA para IL-8 en células del epitelio bronquial por la activacion de<BIR+ su

traslocacion al nucleo. También se demostré que la elastasa neutrofilica contribuye a la
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inflamacién crénica en las vias aéreas al inducir la produccion de mucina por las células
epiteliales.*”. Por otro lado, es sorprendente que el SLPI una molécula anti-inflamatoria
este inhibiendo las células Treg, principal mecanismo de homeostasis de lataespues
inmune adaptativa, y a su vez favorezca la generacion de las células mas inflamdgenas
como son las Thl7. Se sabe que las células Th17 son potentes inductores de la inflamacion
en los tejidos y han sido asociadas con la patogénesis de muchas enfermedades
autoinmunes experimentales. Sin embargo, si bien existe una relaciébn reciproca
mutuamente excluyente entre las células Thl7 y las ifregtro, todavia no existe
evidencia que demuestre que este comportamiento también se abséveelLa hipotesis

gue se puede plantear, es que la actividad anti-inflamatoria del SLPI e inflamogena de la
elastasa se da en un primer momento en la respuesta inmune innata, la cual podria
autolimitarse por los mecanismos homeostaticos. ¢ Pero qué sucederia si perduraran estos
estimulos hasta el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa o se mantienas elevad
por mucho tiempo? En estos casos, es pitebabe el efecto generado sea opuesto al
deseado y al descrito en la respuesta inmune innata. Este tipo de accion dual y opuesta no
es inusual. Por ejemplo, este tipo de cortgoiento diferencial en la respuesta inmune
innata y adaptativa tambiéne descrito para el TGF-'2 Estas acciones fisiolégicas de los
mediadores, deben diferenciarse de las posibles acciones farmacologicas. Por ejemplo, la
capacidad del SLPI de inhibir la expresiéruda enfermedad autoinmune del SLPI se puso

de manifiesto en un modelo de orquitis autwune experimental. La orquitis autoinmune

es una entidad caracterizada por una orquitis focal con espermatogénesis que suele
acompanfarse por un alto nivel de anticuerpos antiespermaticos. Puede ser consecuencia de
obstruccion unilateral del conducto deferente, poscirugia o posinfeccion o manifestaciones
de una enfermedad sistémica, como la poliarteritis nudosa u otros cuadros autoinmunes
como el sindrome de Sjogren. La orquitis autoinmune experimental (EAO) es una
enfermedad mediada sobre todo por linfocitos T, regulada por factores locales, genéticos e
inmunitarios. Los signos tempranos de ldeeamedad son la infilacion intersticial,
perivascular y peritubular de macrofagos y linfocitos TCD4+. Las células gernsoales

blanco del ataque inmunologico; se produce apoptosis de espermatocitos y esgermat
descamacion del epitelio germinal, aspermatogénesis e infertilidad. La efectividad del SLPI

para inhibir las manifestaciones clinicas de la orquitis sugiere la capacidad “farmacoldgica”
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anti-inflamatoria e inmunosupresora del SLPI en un modelo de enfermedad autoinmune. El
mecanismo de accion del SLPI, en el modelo de OAE, no fue examinado. Pero es probable
que el efecto sea mediado en la fase efectora del modelo, ya que la administt&idH de

una vez finalizado el periodo de sensibilizacion, inhibiéo las manifestaciones de la
enfermedad de la misma manera que cuando se administré0 al SLPI durante la fase de
sensibilizacion. Cabria preguntarse, ¢Poé go se puso en ewdcia el efecto pro-
inflamatorio del SLPI? Seguramente, la expresion de un determinado efecto dependera de
las concentraciones del factor y/o del momento de aparicion del factor en el contexto de
modelo experimental utilizado. De hechomanera de administrar el SLPI, pudo asegurar

una cantidad de péptido estable durante la mayor parte del tiempo del experimento, pero
estos niveles no fueron elevados, ya que no pudieron ser detectados en sangre periférica
realizando un ensayo de ELISA.

En los experimentos realizados en el modelo de enfermedad autoinmune, quedo
demostrado que el SLPI presenta un efectaeptot en esta patologia. Para poder postular

al SLPI como una nueva molécula con capacidad inmunomoduladora también se evaluo6 al
SLPI en modelos de HSR y trasplante de piel alogénico. En esta tesis se analizaron
reacciones de HSR de tipo IV. Las reacciones de HSR de tipo IV son mediadas por
linfocitos T. En un grupo se encuentran aquellas reacciones en las que el dafo es inducido
por una respuesta inflamatoria mediada por linfocitos Thl y macréfagosiasts@mo es

el caso del modelo generado por la administracion de DNCB como hdptéo otro

grupo estan las HSR mediadas por la accion de linfocitos T CD8+ citotdxicos en este caso
sobre las células alogénicas de ratones histoincompatibles *HRHKK?) 74 Ambos
mecanismos generan lesién en los tejidos. En las HSR la fase de sensibilizacion se inicia
cuando el hapteno o el antigeno ingresan en la piel por primera vez. Son captados por las
células de Langerhans en la epidermis y presentadas a los linfocitos T virgenes en el
ganglio linfatico regional, lo que conducdaageneracion de linfocitos TCD4+ y TCD8+
efectores. Ante un segundo contacto con el antigeno, los linfocitos T efectores son
rapidamente reclutados en la piel en el sitio de contacto. El reconocimiento antigénico por
parte de los linfocitos T efectores en la piel desencadena la respuesta inflamatoria. Las
células CD4+ inducen la activacion del macrofago mediante la accion deylHNF-.

Mientras que las células T CD8+ pueden destruir las células de la piel. En ambos modelos
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el SLPI logré disminuir las lesiones generadas en el sitio de inoculacién del antigeno. Por
otro lado, el trasplante de piel entre ratones histoincompatibles THH&-K%) puede ser
considerado como una reaccién de HSR de Iépdonde las células T CD8+ eliminan al
injerto por el reconocimiento de las molésutle MHC extrafias. En este modelo el SLPI
también demostré su potencial antiinflamatoy® que los animales tratados con SLPI
tardaron mas en rechazar el implante. £sésultados concuerdan con los obtenidos por
Schneeberger et al que demuestra que ratones SLPI-/- presentan mayor necrosis y meno
funcidon cardiaca en un modelo de trasplante cardiaco. Ademas demuestran que la
administracibn de SLPI en la solucion que preserva el tejido durante la
isquemia/repuerfusién mejora el funcionamiento del imptahtgPor qué no se pudo
mantener por mas tiempo la viabilidad del implante en el modelo presentado en esta tesis?
Es posible que el efecto dependa de la forma de administracién del SLPI. Probable@ment
administracion subcutanea del SLPI no sea la forma mas eficiente de lograr una alta
concentracion de SLPI en el sitio de intetéisa alternativa seria direccionar al SLPI hacia

los tejidos inflamados para mejorar su actividad inmunoreguladora. Sin embargo, el futuro
del SLPI como posible droga moduladora con capacidad para regular y controlar la
respuesta inmune en procesos patologicos tiene un futuro promisorio.

La relevancia de los hallazgos del SLEBh cuanto a su efecto inmunomodulador e
inmunosupresor, también se pusieron en evidencia en patologias pulmonares. Por ejemplo
se pudo observar que los niveles de SLPI sérico se correlacionaban de manera inversa con
los niveles de proliferaciéon de células mononucleares de sangre periférica en pacientes con
cancer de pulméon y con EPOC. Se poti@ber analizado la correlacion entre la
proliferacion celular y los niveles séricos en otras patologias donde el SLPI muestra valores
muy elevados como por ejemplo la neumonia. Sin embargo, se descartdaghiemto de
pacientes con neumonia para evitar el efecto de citoquinas proinflamatorias inducidas por
LPS que podrian estar alterando la proliferacion linfocitaria, pers se. Es factible que el
efecto del SLPI sobre la proliferacion no lega ser critica hasta que la concentracion de
SLPI plasmatico alcance un cierto valor. Apahdo en forma conjunta los pacientes EPOC

y cancer de pulmon es posible establecer una concentracion plasmatica de 60 ng/ml como
valor de corte. Se necesitaran mas trabajos de investigacion con pacientes para establecer

si la concentracion plasméatica del SLPI ytfaliferacion linfocitaria pueden ser utilizadas
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como parametros para realizar un seguimiento de los pacientes o para predecir la evolucion
de la enfermedad.

La meta de las terapias que tienen como objeto a los neutréfilos es la de suprimir la
inflamacioén como en el caso de la artrisBaumatoidea, osteoartritis y EPOC. Sin embargo,

las terapias antinflamatorias tienen varios inconvenientes. Las terapias con corticoides y
anticuerpos humanizados, aunque bastante efectivas, tienen el inconveniente de presentar
reacciones adversas como por ejemplo la presencia de infecciones o la reactivacion de las
mismas’®!’’ Una aproximacion alternativa podria ser bloquear individualmente alguna
enzima de los neutréfilos como la elastasa. En este caso el SLPI podria funcionar como
agente terapéutico al bloquear la elastasa y reducir el proceso inflamatorio por sus
funciones inmunoreguladoras. Sin embargo, este enfoque puede ser beneficioso pero no
garantiza que a través de mecanismos redundantes la inflamacion prosiga. Porlé tant
inhibicion de la elastasa sin inhibir la cathepsina G o la protinasa 3 o las metaloproteasas
puede no ser suficiente para detener la inflama&on

Como conclusiones generales del trabajo se estableci6 que el SLPI tiene capacidad
inmunomoduladora al inhibir la proliferacidinfocitaria actuando directamente sobre los
monocitos. Es mas, el haber encontrado una correlacion negativa ente los niveles de SLPI
plasméticos y la proliferacion linfocitaria en pacientes con EPOC y cancer de pulmén
muestra la relevancia de estos descubrimientos. Se demostré también que su mecanismo de
accion involucra la inhibicion de la translocacion dew-al nucleo celular impidiendo la
expresion de genes proinflamatorios. Por otro lado se encontr6 que el SLPI favorece la
expresion de citoquinas anti-inflamatori&s inhibe la expresion de un factor de
transcripcion caracteristico del perfil Thl, disminuye los niveles de Treg y aumento los
niveles de Thl7 al menom vitro. Sin embargo, en modelds vivo de repuesta
inflamatorias exacerbadas el SLPI generd proteccién frente al dafio tisular, una menor
respuesta en las pruebas de hipersensibilidad retardada y aument6 la sobrevida de los
injertos en animales trasplantados. Estos efectos podrian tener una implicacion clinica ya
que el SLPI podria ser una nueva herramigetapéutica en procesos inflamatorios

cronicos, en donde la terapéutica clasica haya fracasado.

120



Tesis de doctorado Diego Guerrieri

CONCLUSIONES

1. ElI SLPI inhibe la linfoproliferacion:
1.1. Independientemendel mitdgeno utilizado.
1.2. Independiente de ¢tividad anti-proteasa.

1.3. Dependiente de la presencia de los monaocitos.

2. ElI SLPI modifica el patron de secion de citoquinag factores de
transcripcion:
2.1. Aumentando IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17.
2.2. Disminuyendo IFN-y T-bet.
2.3. Disminuyendo el aumento de T@GHR-Foxp3.

3. El SLPI tiene actividacthmunomoduladora in vivo:
3.1. Inhibiendo las manifestaciones$nadas de la orgtis autoinmune
experimental.
3.2. Disminuyendo la HSR

3.3. Aumentando la sobrevida ds iojertos de trasplante de piel.

4. Los niveles séricos de BLse correlacionan con el indice de proliferacion
de CMSP:
4.1. En pacientes con EPOC.
4.2. En pacientes cddancer de pulmon.
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