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RESUMEN




Las células T regulatorias (Treg), una subpoblacion de linfocitos T (LT) CD4",
son fundamentales para el mantenimiento de la tolerancia inmune hacia antigenos propios
y ejercen multiples funciones regulatorias y supresoras sobre diferentes poblaciones
celulares. Las células Treg expresan constitutivamente el factor de transcripcion Foxp3,
las moléculas CD25 (cadena o del receptor de IL-2), CTLA-4, GITR, entre otras.
Numerosos datos experimentales indican que las células Treg tienen una funcion
impedida o alterada en diferentes enfermedades autoinmunes e inflamatorias. En el
presente trabajo de tesis investigamos si ratones no obesos diabéticos (NOD), una cepa
de ratén que desarrolla espontaneamente diversos procesos autoinmunes como diabetes
tipo 1, tiroiditis, sialoadenitis y prostatitis con la edad, tienen una falla en las cantidades
y/o funcionalidad de esta poblacion celular. Para ello se realizé un estudio comparativo
de la poblacion células Treg en ratones NOD, C57BL/6 (B6), y BALB/c de 4-6 semanas
de edad, previo a toda manifestacion autoinmune reportada en la cepa NOD. Al comparar
la proporcion y los nimeros absolutos de células Treg CD4"Foxp3* en las diferentes
cepas en estudio, se observo que, en condiciones basales, sin estimulacion y a edades
tempranas, ratones de la cepa NOD mostraron menores cantidades de células Treg y
menor expresion de Foxp3 en o6rganos linfoides secundarios y en timo. En ensayos
clésicos de inhibicion de la proliferacion de LT convencionales, observamos que células
Treg de ratones NOD tenian menor capacidad supresora y por ende menor funcionalidad.
Las diferencias no sdlo fueron observadas en estado basal, sino también luego de la
estimulacion in vitro de las mismas. Tras la estimulacién via TCR en presencia de IL-2,
células Treg esplénicas purificadas de ratones NOD mostraron una respuesta débil a IL-
2 en comparacion a células Treg de ratones B6 y BALB/c, observandose baja expresion
de Foxp3, con grados de proliferacién menores. Ademas, luego de la activacion in vitro,

se observo que expresaban bajos niveles de moléculas relacionadas con su funcion y



activacion tales como CD25, LAP-1, CD39, PD-1, PD-L1 y LAG-3. De manera
interesante, cuando células Treg fueron cultivadas por tres dias con anti-CD3/CD28 en
ausencia o presencia de IL-2, células Treg de ratones NOD mostraron ser mas
dependientes de IL-2 para mantener la expresion de Foxp3, convirtiendose en células
productoras de IFN-y e IL-17 més facilmente que celulas Treg de las demas cepas. En
estudios de induccién de pSTATS5, células Treg de ratones NOD mostraron los niveles
mas bajos de expresion de este factor comparado con células Treg de B6 y BALB/c. Por
otra parte, en el presente trabajo reportamos por primera vez que células Treg de ratones
NOD exhiben diferencias en la expresion de SOCS3, GRAIL y OTUB-1, factores
involucrados en la regulacion de la sefializacion de IL-2. Tanto en condiciones basales
como luego de la activacion, células Treg de ratones NOD mostraron niveles de expresion
mas altos de OTUB-1 y niveles més bajos de GRAIL que el resto de las cepas. Por otro
lado, en las células Treg de los ratones NOD se observaron diferencias en la expresion de
una ubicuitina ligasa E3 y una desubicuitina tales como STUB-1 y USP7,
respectivamente, enzimas que se ha demostrado que participan en la degradacion
proteosomal de la proteina Foxp3. Asi, en células Treg de ratones NOD se observé alta
expresion de STUB-1 tanto en condiciones basales como después de la estimulacion y
expresion nula de USP7 en condiciones basales. Por lo tanto, en el presente trabajo
reportamos menores cantidades y funcionalidad junto con expresion diferencial de
SOCS3, GRAIL/OTUB-1 y STUB1/USP7 en células Treg de ratones NOD, moléculas
que afectan la sefializacion de IL-2 y la estabilidad de Foxp3. Todos estos hallazgos
podrian estar relacionados con la insuficiencia de las células Treg para regular la

tolerancia a lo propio observada en los ratones de la cepa NOD.
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Introduccion

El sistema inmune (SI) esta formado por un conjunto de estructuras, tejidos,
células y moléeculas que tienen como finalidad defendernos de agentes patdgenos y
procesos biolégicos andmalos a través de la identificacion y destruccion de éstos. Para
llevar a cabo estas funciones, debe distinguir perfectamente entre cuales son los antigenos
presentes en los tejidos propios y cuales no lo son. Esta capacidad del sistema inmune de
distinguir entre los antigenos propios y los no propios es fundamental para que no se
produzcan enfermedades autoinmunes. Las enfermedades autoinmunes son procesos
patolégicos donde los mecanismos efectores del sistema inmune especifico estan
dirigidos contra antigenos propios (1). Su desencadenamiento es un proceso muy
complejo que involucra la combinacion de multiples factores (genéticos, epigenéticos,
hormonales y ambientales). Se ha postulado que estas enfermedades se producen cuando
hay fallas en los mecanismos que normalmente mantienen la falta de respuesta a lo propio
(2). Las células T regulatorias (Treg) tienen un papel central en autoinmunidad (3). Su
funcién fundamental en los procesos de regulacion de respuestas autoinmunes se
identifico en ratones en los que la ausencia de células Treg o la eliminacion de esta
poblacion resultaba en el desarrollo de inflamacidon severa y autoinmunidad en mdaltiples
organos (2,3). Posteriormente numerosos estudios en modelos animales mostraron que
defectos en las células Treg contribuian al desarrollo de autoinmunidad y que la
transferencia adoptiva de células Treg podia revertir estos procesos (4). Ademas, estudios
realizados en seres humanos demostraron también la presencia de células con fenotipo
similar a las células Treg murinas en sangre periférica, capaces de suprimir in vitro la
proliferacion de linfocitos T (5,6). La descripcion de individuos con el sindrome IPEX
(Inmunodesregulacion, poliendocrinopatia, enteropatia ligada al cromosoma X), quienes
carecen de células Treg y sufren de inflamacion severa y autoinmunidad, remarcé la
importancia de esta poblacion para controlar procesos autoinmunes tanto en modelos
animales, como en la enfermedad humana (2-4).

En individuos con IPEX la completa ausencia de células Treg evidencia
claramente que un numero inadecuado conduce a autoinmunidad. Sin embargo, en la
mayoria de los pacientes con enfermedades autoinmunes se observan reducciones
modestas o cantidades similares a las detectadas en individuos sin enfermedades
autoinmunes (2-4). Avances obtenidos en los ultimos afios han demostrado la existencia
de maltiples subtipos de células Treg, como asi también se han descripto diversos factores
que influencian la funcionalidad y estabilidad de esta poblacion en sitios de inflamacion
(2-4). La posibilidad de expandir in vivo y/o amplificar in vitro esta poblacion para luego
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transferirla terapéuticamente estimula a profundizar en el estudio de posibles fallas o
factores que afectan su estabilidad, especialmente en pacientes con predisposicion a
desarrollar enfermedades autoinmunes.

En el presente trabajo de tesis, nos proponemos profundizar en el estudio de las
caracteristicas cuantitativas, cualitativas, funcionales y de estabilidad en células Treg

provenientes de ratones con diferente susceptibilidad al desarrollo de autoinmunidad.

Caracteristicas generales de células Treg

Las células Treg fueron descubiertas hace mas de 20 afios y son desde ese
momento un topico de intensa investigacion en inmunologia (4). Las dudas iniciales
acerca de su existencia se disiparon cuando en el afio 2003 se descubrio el factor
especifico de linaje Foxp3, factor esencial que estabiliza el perfil genético o firma
genética de una célula Treg; y cuya pérdida o menor expresion aminora de manera
importante las funciones supresoras de esta poblacion celular (4). Las células Treg en
ratones y seres humanos se caracterizan por la alta expresion de CD25 (cadena o de alta
afinidad del receptor de IL-2) y la expresion constitutiva del factor de transcripcion
Foxp3, el cual es requerido para su desarrollo, funcion y estabilidad, siendo entonces
definidas como células CD4*CD25"Foxp3* (5,6). En seres humanos, la ausencia de
expresion de la cadena o del receptor de IL-7 (CD127) es también usada como un
marcador complementario a CD25 para una identificacion mas precisa, y por lo tanto, las
células Treg en humanos pueden identificarse como células CD4*CD25"CD127'% (5,
6).

En general estas células ejercen sus funciones a través de mecanismos de contacto
célula-célula que involucran receptores especificos de superficie y a través de la
liberaciéon de mediadores solubles, mecanismos que probablemente dependen del
microambiente donde se encuentran cumpliendo su funcién y de la poblacion a ser
controlada (6-9) (Figura 1). Asi, los mecanismos de supresion de las células Treg pueden

ser incluidos en 4 grupos (8):

e Secrecidn de citoquinas supresoras o anti-inflamatorias, tales como IL-10, TGF-
B, IL-35 y anfiregulina, que producen arresto del ciclo celular.
e Citdlisis, mediante la secrecion de granzimas (A y B) y perforinas que producen la

apoptosis de la célula blanco.
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e Disrupcion metabdlica de la célula T efectora blanco, mediante: consumo local de
IL-2 (factor de sobrevida crucial para LT) a través del receptor de alta afinidad CD25
expresado en las células Treg; y la conversion de ATP extracelular a adenosina
mediante la accion de las ectoenzimas CD39 y CD73. Estos mecanismos llevan a la
apoptosis de las células efectoras o favorecen un estado inmaduro de las células
dendriticas (CDs).

e Inhibicion por contacto, a través de la expresion de moléculas co-inhibitorias como
CTLA-4, LAG3 y otras, las cuales pueden modular la actividad (maduracion y/o
activacion) de CDs, disminuyendo la expresién de CD80/CD86 o0 CMH 11 en éstas.
CTLA-4 ademas, es capaz de inducir la expresion de IDO en estas células, enzima

que cataboliza el triptéfano liberando productos pro-apoptoticos (4).

Existe consenso en el hecho de que no hay una via Unica por la cual las células

Treg median sus funciones de supresion y se cree que las células Treg tendrian la

Q J Teff
Apoptética

TIM-3

« { Perforina
CD80/CD86 “'“"2 e Granzima

TGFB
[ J
AREG
[ )
L0 ®
_b IL35
CD39 CD73 R-A2A
/\ ] ]
m  Adenosina
ATP

Figura 1: Mecanismos de supresion mediados por las Treg. Representacion de los diversos
mecanismos regulatorios ejercidos por las Treg centrados en cuatro modos de accion bésicos: a) La
secrecion de citoquinas inhibitorias que incluyen IL-10, IL-35, anfiregulina (AREG) y el factor de
crecimiento transformante-p (TGFp). b) La cit6lisis incluye mecanismos de eliminacion dependientes de
granzima A, granzima B y perforina. ¢) La interrupcion metabdlica incluye apoptosis mediada por la
deprivacion de IL-2 dependiente de CD25, inmunosupresion mediada por adenosina y el receptor 2A de
adenosina (R-A2A). d) La inhibicion por contacto incluye la expresion de receptores inhibitorios como
CTLA-4 (se une a CD80/86) y LAG-3 (se une con alta afinidad al CMH clase 1) por parte de las células
Treg. La union de CTLA-4 a CD80/86 también puede inducir la expresion de la molécula inmunosupresora
IDO en las células dendriticas (CD). Adaptado de (4)
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posibilidad de elegir el mecanismo o via mas adecuada para cada situacion particular, o

incluso usar varios mecanismos al mismo tiempo (4-6).

Con respecto al fenotipo de las células Treg, se ha demostrado que estas células
pueden presentar en su superficie una gran variedad de moléculas que participan en su
desarrollo y en los diferentes mecanismos de funcion supresora (6). Asi, las células Treg
se caracterizan por la expresion constitutiva de CD25, CTLA-4, GITR, la expresién
variable de las ectoenzimas CD39 y CD73; expresion de moléculas inhibitorias tales
como LAG-3, TIM-3, PD-1y su ligando PDL-1y TIGIT (4,6,10-14). Se ha demostrado
ademas la expresion de citoquinas supresoras como IL-10 y LAP-1 en células Treg, asi
como también expresion de receptores de homing como CCR6, CXCR3, CCR4, CCRS,
CCR5 vy otros, implicados en la llegada de células Treg a diferentes entornos
inmunologicos (15). Es importante aclarar que ninguna de estas moléculas es de
expresion especifica para células Treg ya que las mismas son también expresadas por LT
activados. Se ha descripto que el incremento en los niveles de expresion de receptores de
homing resulta en un estado de activacién de las células Treg que promueve su funcién
supresora in vitro e in vivo, y que puede ser gatillado en condiciones homeostaticas o bajo

diferentes contextos inflamatorios (6,10-14).

Origen y heterogeneidad de células Treg

Se ha demostrado que existe una heterogeneidad considerable entre las células
Treg Foxp3* con distintos subtipos en diferentes tejidos y que exhiben distintas
capacidades funcionales (4,9,16). En base a su origen las células Treg pueden ser
clasificadas en dos grupos: Treg timicas (tTreg) y Treg periféricas (pTreg) (4)(Figura 2).
Las células tTreg (antes conocidas como células Treg naturales o nTreg), son generadas
en el timo como un linaje separado a partir de timocitos simple positivos (SP) CD4* CD8
y se ha demostrado que durante el desarrollo en timo emerge un patron epigenético en
esta poblacidn que permite la transcripcion estable de Foxp3 y el compromiso de linaje a
célula Treg (17). La expresion de Foxp3 en esta poblacion es inducida a través de una
fuerte sefal via el receptor de células T (TCR), luego del reconocimiento del complejo
antigeno propio-CMH (presente en las células presentadoras de antigeno (CPA) timicas
con una avidez relativamente alta y en presencia de IL-2 (18). Por lo tanto, se postula que
las células tTreg expresan un repertorio de TCR hacia antigenos propios, y son

particularmente importantes en la prevencién del desarrollo de autoinmunidad (19).

10



Introduccion

Por el contrario, en tejidos periféricos las pTreg se desarrollan a partir de LT CD4*
virgenes (Figura 2). En ésta poblacion la induccion de Foxp3 se da luego del encuentro
con el antigeno, una fuerte sefializacion via TCR, una dptima co-estimulacion y la
presencia de factores apropiados tales como IL-2, altas cantidades de TGF-B y acido
retinoico (20). Las pTreg se acumulan mayormente en sitios de barrera como intestino,
sitio donde hay abundante expresion de TGF-, y también en la placenta materna (21,22).
Se ha postulado que las pTreg serian particularmente importantes en el establecimiento
de la tolerancia contra las bacterias comensales, los alimentos, los alérgenos y antigenos
del feto en una madre embarazada (23,24). A partir de diferentes estudios se ha postulado

que la mayoria de las células Treg circulantes se originan en timo mientras que las pTreg

Timo Periferia
(CD4+)
CD4+ CD8-
Foxp3- LT CD4+ virgen LTh efector
~ /\ §
S —— - O | Th1,Th2,
©) @ Th17,Tfh
" Estimulacién Estimulacién via TCR etc.
_ Jvia TCR-MHC p+ .. @
S oy 2
© o w2 e a
TGF-beta FOXp3+
™

pTreg

Foxp3+ Foxp3+
tTreg tTreg

©1—©

Poblacion total de
células Treg Foxp3+

Figura 2: Diferenciacion de células tTregy pTreg. Las células Treg timicas (tTreg) se diferencian
en el timo a partir de timocitos CD4* CD8 (SP) en presencia de una estimulacion fuerte a través del receptor
de célula T (TCR) con antigenos presentados en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) de células epiteliales timicas o CDs, una coestimulacion mediante la interaccion de CD28 y
CDB80/CD86, y la sefializacion de IL-2 a través de su receptor de alta afinidad CD25. Estas células migran
a los tejidos periféricos donde son capaces de suprimir las respuestas de células efectoras. Las células Treg
periféricas (pTreg) se diferencian en los drganos y tejidos linfoides secundarios a partir de linfocitos T (LT)
CD4+ virgenes bajo la estimulacion antigénica en condiciones tolerogénicas, con una co-estimulacién
suboptima, y en presencia de IL-2 y TGF-B. La poblacidn total de células Treg Foxp3* Treg comprende
células tTreg y pTreg. Es muy probable que las células tTreg y pTreg difieran en su repertorio de TCR ya
que las pTreg derivan de LT CD4* virgenes maduros en periferia. Adaptado de (21).
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componen solo un pequefio porcentaje del total de las células Treg encontradas en
periferia (22).

Las células Treg también pueden ser generadas in vitro a partir de LT CD4"
virgenes en presencia de IL-2 y TGF- B, y se las denomina células Treg inducidas in vitro
(iTreg) (20,24). Las iTreg pueden expresar niveles considerables de Foxp3, pero
generalmente carecen de gran parte de la programacion epigenética de su contraparte de
células tTreg, lo que se traduce en un fenotipo menos estable y con menor capacidad
regulatoria (25).

Actualmente, no se conoce de forma fehaciente si las células Treg con origenes
diferentes son requeridas en distintos contextos bioldgicos o si presentan funciones
bioldgicas redundantes(21). Numerosas investigaciones han buscado marcadores
fenotipicos que permitan distinguir a las poblaciones tTreg y pTreg (26), y se ha propuesto
que la expresion del factor de transcripcién Helios junto con Foxp3 serian marcadores
atiles para distinguirlas debido a la expresion preferencial de Helios en las células Treg
de origen timico (27). Otros autores sugieren que el receptor de superficie Neurofilina-1
(Nrp-1) también podria ser utilizado como marcador especifico para distinguir estas
poblaciones sugiriendo que las células Treg Nrp-1 positivas serian de origen timico
(18,19). Helios es expresado por el 70-80% de las células Treg en tejidos linfoides
periféricos y entre un 50-60% de las células Treg presentes en mucosas; mientras que
Nrp-1 es expresada por el 85% de las células Treg en periferia (21,28-30). Algunos
autores indican que la expresion concomitante de Helios y Nrp-1 podria servir para

identificar tTreg (28), sin embargo, el uso de estos marcadores ain es discutido.

En los ultimos afios los datos bibliograficos han demostrado que la poblacion de
células Treg en periferia es muy heterogénea, no solo por el sitio de generacion
(tTreg/pTreg) sino también por sus propiedades funcionales (4). De la misma manera que
en LT CD4 convencionales, las células Treg pueden ser subdivididas en una subpoblacién
virgen/central/reposo y en una subpoblacién de memoria/efectora/activada (31). Estas
dos subpoblaciones en raton se diferencian en la expresion de CD44 y CD62L (L-
selectina)(31,32). La subpoblacion de células Treg virgen/central constituye la mayoria
de las células Treg presentes en 6rganos linfaticos y en sangre, y se caracteriza por
expresar el receptor de quimiocina CCR7 y el receptor de adhesion CD62L, los cuales las
dirigen al tejido linfoide (descriptas como CD62" CD44'"Y CCR7*) (33,34). Una menor

fraccion de células Treg Foxp3™* presentes en organos linfaticos y en sangre, corresponde
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a la subpoblacion de células Treg efectora/activada, y tienen un fenotipo de superficie
similar a las células T CD4" efectoras o activadas: CCR7'™ CD62L'""CD44"KLRG1*
CD103" (32,35,36). Se cree que las células Treg con este perfil han encontrado antigenos
mas recientemente que las células Treg virgenes/centrales y muestran una migracion
incrementada hacia los tejidos no linfoides gracias a la elevada expresion de CD103 en
esta poblacion (37). Ademas, se ha demostrado que la diferenciacion de célula Treg
virgen a memoria/efectora se asocia con la regulacién positiva de mediadores supresores
claves como son CTLA-4, GIRT, CD39 y otros. (32-37).

Las células Treg también pueden ser encontradas en tejidos periféricos no
linfoides como tejido adiposo, mucosa intestinal y piel, ain bajo condiciones no
inflamatorias (38). Este subtipo denominado como células Treg residentes de tejidos se
comunican directamente con células inmunes y células especificas de tejido para regular
la inmunidad, la inflamacion y la homeostasis tisular (15,37,38). Ejemplos de células Treg
residentes de tejido son las células Treg del tejido adiposo visceral y las residentes de
intestino (38). Las células Treg residentes de tejido adiposo visceral se caracterizan por
la expresion del factor de transcripcion PPAR-y, el cual es crucial para el desarrollo y
acumulacion de este subtipo de células Treg en ese sitio. Se ha postulado que este subtipo
participaria en el metabolismo, obesidad, y preservando la sensibilidad a la insulina (39).
En intestino y mas precisamente en colon también se ha descripto un subtipo de células
Treg residentes de tejido que expresan FFAR2 y es principalmente productor de IL-10
(40). Este subtipo muestra una fuerte asociacién con la microbiota intestinal manteniendo
la homeostasis inmune de la barrera intestinal (32,40). Es posible que todos estos subtipos
de células Treg se encuentren diferencialmente implicados en distintos microambientes.

Sumando complejidad a la poblacion de células Treg, mas recientemente se
describio la polarizacion funcional de estas celulas de acuerdo con el tipo de inflamacion
presente (41-43). Asi, durante esta especializacion, diferentes sefiales inflamatorias
inducen en las células Treg la expresion del factor de transcripcién maestro asociado al
perfil de respuesta que deben controlar. Por ejemplo, para limitar la inflamacion tipo 1,
las células Treg aumentan la expresion de T-bet, el factor de transcripcion caracteristico
de LTh1, en respuesta a IFN-y y/o 1L-27 producidos por el microambiente inflamatorio
(41-43). Esta expresion de T-bet en células Treg dirige un programa transcripcional
determinado, que se caracteriza por la expresién concomitante del receptor de

quimiocinas CXCR3, entre otras moléculas (15,41,42). De esta forma, la especializacion
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funcional de las células Treg en contextos inflamatorios modifica las propiedades
migratorias y homeostaticas de estas celulas, permitiendo que ejerzan un control efectivo

de las respuestas inflamatorias (15).

Regulacién del gen Foxp3

Estructura del gen FOXP3

La expresion estable de Foxp3 se logra mediante maltiples mecanismos genéticos
y epigenéticos que representan el escenario genético coordinado requerido para mantener
la funcién de una célula Treg (9,17). El gen Foxp3 fue identificado por primera vez como
un gen defectuoso en la cepa de ratones Scurfy (44), cuya mutacion en Foxp3 resultaba
en células Treg que carecian de funcion supresora y eran incapaces de restringir la
hiperactivacion de células T y la produccién de citoquinas proinflamatorias por parte de
estas (5,45,46). En humanos, la mutacion del gen Foxp3 conduce a IPEX (47,48). Los
pacientes con este defecto genético desarrollan una serie de inmunopatologias en los
primeros meses de vida, como dermatitis, enteropatia, diabetes, trastornos de la tiroides
y anemia.

El gen de Foxp3 mapea en el cromosoma X e incluye 11 exones con un alto grado
de conservacién entre seres humanos y raton (46,47). En respuesta a estimulacion via
TCR y co-estimulacion, varios factores de transcripcion (NFAT, AP-1, FOXO1, FOXO3
y CREB-ATF1) se unen y activan el promotor de Foxp3 (49,50). Se ha demostrado que
la transcripcion en este locus depende en gran medida de la contribucion de tres
secuencias no codificantes conservadas (CNS1, CNS2 y CNS3) que sirven como sitios de
union para multiples factores y son fundamentales para la iniciacién y mantenimiento de

la transcripcion de Foxp3 (51) (Figura 3).

La region CNS1, situada intrénicamente, es particularmente clave para la induccion de la
expresion de Foxp3 en pTreg y es Unicamente indispensable para activar la expresion de
FOXP3 en respuesta a sefnalizacion via SMAD?3 inducida por TGFp (49,52). Ratones con
deficiencia de CNS1 exhiben una poblacién pTreg defectuosa y no logran mantener la
tolerancia inmune en sitios de barrera como intestino, sin embargo, los mismos no
desarrollan autoinmunidad (53). La region CNS2 (conocida también como regién
desmetilada especifica de células Treg o TSDR), es fundamental para mantener una
expresion sostenida de Foxp3 en tTreg luego de salir a periferia, y por lo tanto es la region

mas relevante para la estabilidad del fenotipo de una célula Treg (9). La region CNS2 esta
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Figura 3: Control de la expresién de Foxp3 por factores de transcripcién y elementos
regulatorios dentro del locus del gen FOXP3. La figura muestra los elementos codificantes y no
codificantes caracterizados del gen que codifica para FOXP3 junto con los factores de transcripcion que se
han reportado que activan la transcripcién del gen y sus sitios de interaccion. Los factores de transcripcion
que se unen al promotor, la secuencia conservada no codificante 1 (CNS1), las regiones CNS2 y CNS3 de
FOXP3 se muestran en azul, rojo, verde y amarillo, respectivamente. También se muestra la enzima
metilasa DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) y la enzima de desmetilacién diez- once translocacion 1
(TET1), que influyen en el estado transcripcional inactivo y activo de la regién CNS2, respectivamente.
ATF1, factor de transcripcion 1 activador; CBFp, subunidad B del factor de union al ntcleo; CREB,
proteina de union a elemento sensible a AMPc; FOXO, proteina O forkhead box; iTreg, células Treg
inducidas in vitro; NFAT, factor nuclear de células T activadas; pTreg, Treg inducidas en periferia;
RUNX1, factor de transcripcion relacionado con Runt 1; STATS, activador de transcripcion y transductor
de sefial 5; tTreg, Treg derivadas de timo. Adaptado de (9).

ubicada dentro del primer intrén de Foxp3 y es rica en motivos CpG que se vuelven
ampliamente hipometilados durante el desarrollo de tTreg, mientras que es totalmente
metilada en células T activadas (CD4" Foxp3") (54). Los motivos CpG desmetilados en
CNS2 vy otros elementos reguladores en el gen FOXP3, permiten la unién de varios
factores de transcripcion como REL, CREB-ATF1, RUNX1-CBFpB, ETS1 y STATS, asi
como el propio Foxp3 (51), manteniendo activa la transcripcion de Foxp3 en la progenie
de células Treg divididas (49,55,56). EI mantenimiento de este estado epigenético en
CNS2 permite la expresion estable de Foxp3 por células tTreg en una variedad de
condiciones, incluida la inflamacién de los tejidos. En iTreg, que son menos estables que
tTreg y pTreg en términos de su expresion de Foxp3 y actividad supresora, se ha

observado que esta region esta solo parcialmente desmetilada (57).
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Por ultimo, la regidbn CNS3 se encuentra entre el exdn 1 y el exon 2 de Foxp3, y
promueve la acumulacion de modificaciones permisivas de histonas en el promotor
Foxp3, siendo un sitio indispensable para iniciar la expresion de Foxp3, pero no necesaria

para su mantenimiento (51).

Mantenimiento del perfil epigenético de una célula Treq

Se ha reportado que la desmetilacion del sitio CNS2 ocurre dentro del timo
durante las etapas de desarrollo y se logra a través de un proceso de oxidacion de ADN
activo que incluye la familia de las enzimas translocacion diez-once (TET), proceso en
el que también participa la proteina MBD2 (proteina 2 del dominio de union a metil-CpG)
la cual se une a CNS2 vy recluta a varias desmetilasas TET (54,57-60) (Figura 3). Las
proteinas TET (Tetl, Tet2 y Tet3) son dioxigenasas dependientes de Fe2* y de 2-
oxoglutarato que oxidan 5-metilcitosinas en productos intermedios, como 5-
hidroximetilcitosina; 5-formylcytosine, y 5 -carboxilcitosina (61). Por el contrario, la
enzima metiltransferasa DNA 1 (DNMT1), promueve eventos de metilacion en CNS2 y
contrarresta la programacion epigenética responsable de la actividad de tTreg (60,62)
(Figura 3). El silenciamiento, inhibicion o deficiencia genética de DNMT1 lleva a una
hipometilacion global acompafiada por elevada expresion de Foxp3, aun en células no-
Treg (62). Sorprendentemente, a pesar de la asociacion negativa entre DNMTL1 y
estabilidad en células Treg, la expresion de esta enzima es necesaria para mantener la
funcién de una célula Treg, por lo que seguramente una expresion apropiada en células
Treg seria particularmente importante para su estabilidad (62). Resultados recientes
indican que IL-6 activa la metilacion dependiente de DNMT1 en CNS2 (60), mientras
que la exposicion a vitamina C o IL-2 moviliza enzimas TET y favorece el mantenimiento
de hipometilacion en CNS2 (63,64). Ademas, se ha demostrado que la ablacion de la
funcion de MBD2 en ratones resulta en la reduccién del numero de células Treg y en
menor actividad supresora y se postula que esto es debido a una falla para mantener la
hipometilacion de CNS2 en células Treg deficientes de MBD2 luego de salir de timo a
periferia (58). De la misma manera, ratones deficientes en TET2 y TET3 pierden las
marcas epigenéticas en CNS2 y CNS1 y con ello pierden la estabilidad en la expresion
de Foxp3 (59). Aunque la participacion e importancia de las enzimas TET y DNMT1 para
mantener la expresion de Foxp3 ha sido descripta, aun no se ha investigado si existe
expresion diferencial de estas enzimas en células Treg de individuos susceptibles a

enfermedades autoinmunes.
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Rol de IL-2 en la estabilidad de la expresion de Foxp3

Interleucina-2 (IL-2) es una citoquina producida principalmente por LT activados
y ejerce su actividad bioldgica a través de su union al receptor de IL-2 (R-1L-2) de alta
afinidad. EI R-1L-2 se compone de 3 subunidades: la cadena a (RaIL-2, también conocida
como CD25), la cadena B (RBIL-2, también conocida como CD122) y la cadena vy del
receptor de citoquina comdn (yc, también conocida como CD132); cada una de las cuales
contribuye a la unién de IL-2 (65). Se cree que en ausencia de IL-2, estas subunidades no
son preensambladas en la superficie de las células que expresan el R-IL2. La unién de IL-
2 al Ra-IL-2 (CD25) conduce a la asociacion de esta subunidad con el RBIL-2 vy la yc para
formar un heterodimero estable, lo cual luego lleva a la iniciacion de la sefial de
transduccion (65). Como se mencion6 con anterioridad, una caracteristica fenotipica
fundamental que define a una célula Treg es la expresion de CD25 (RalL-2). Aunque
ellas no producen IL-2, son altamente dependientes de IL-2 para su desarrollo, estabilidad
y sobrevida (66,67). La sefializacién a través del R-1L-2 lleva a la activacion de STAT5
que tiene acciones sobre el promotor de Foxp3 y la regién CNS2, contribuyendo asi con
la estabilidad de esta poblacion (68). En la sefializacion de IL-2 y de su receptor participan
diferentes factores. El estimulo con IL-2 inicia una cascada intracelular con la activacion
de las Janus Quinasas (JAKSs) JAK1-JAKS (asociadas a RBIL-2 y a la yc, respectivamente)
quienes una vez activadas, fosforilan los residuos tirosina de la cola citoplasmatica del
RPIL-2, de la cadena yc Y las propias moléculas JAK (68). Esto amplifica la asociacion de
estas tirosinas quinasas e induce la asociacion del transductor de sefiales y activador de la
transcripcion 5 (STATD5), con la cola citoplasmica del RBIL-2. Los residuos tirosina en
STATS también son fosforilados, lo que lleva a la dimerizacién de STAT5 y su
translocacién al nacleo donde regula la transcripcion de diferentes genes, entre ellos
Foxp3 (Figura 4). Se ha reportado que ratones deficientes en STAT5 o JAKS, poseen
menor frecuencia de células Treg, mientras que la expresion elevada de STAT5 o JAK3

rescata a las células Treg de la deprivacion de IL-2 (69) (Figura 4).

La importancia de regular el inicio, la duracion y la intensidad de las sefiales de
STATS es remarcada por la diversidad de condiciones patoldgicas que surgen de la
interrupcion o la activacion aberrante de esta via de sefializacién (70). Las vias de
JAK/STAT estan, por lo tanto, bajo una regulacion estricta por parte de varias proteinas
citoplasmicas que incluyen PIAS (inhibidores de la proteina del STAT activado), SHP-1
(SH2 que contiene fosfatasa 1), SHIP-2 y proteinas supresoras de la sefializacion de
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citoquinas (SOCS). La sefializacién de JAK/STATS induce la expresion de SOCS3, un
regulador negativo de esta cascada que no solo limita la duracion de la sefializacion de
IL-2 permitiendo a la célula volver a su estado basal y evitar la sobreactividad sino que
también es importante para mantener la especificidad de la sefializacion de la citoquina
(71) (Figura 4). Se ha propuesto que SOCS3 puede inhibir la sefializacion JAK/STAT de
dos maneras. En primer lugar, SOCS3 es capaz de inhibir directamente la actividad

catalitica de JAK1 o JAK2 mientras permanece unido al R-IL2 (72). En segundo lugar,

membrana plasmatica

membrana nuclear

Figura 4: Regulacion de la via de sefializacion JAK1/ STATS. La union de I1L-2 a su receptor
especifico CD25 (cadena a del receptor de IL-2) activa a las Janus Quinasas (JAKS) asociadas que luego
fosforilan tirosinas del dominio intracelular del receptor. Estos nuevos residuos de tirosina fosforilados en
el receptor reclutan a STATS, el cual normalmente reside en el citoplasma en un estado inactivo. Sin
embargo, una vez unido al receptor, son activados por pJAK1-pJAKS3, dimeriza y se traslada al nucleo
donde inician la transcripcion de los genes que responden a las citoquinas. SOCS3 (proteina supresora de
la sefializacién de citoquinas 3) es una de las proteinas cuya expresidn estd regulada positivamente por
STATS5 y que luego retroalimenta la cascada de sefializacion, inhibiendo asi la sefializacion iniciada por
IL-2 y permitiendo que la célula vuelva a su estado basal. Esto es logrado debido a que SOCS3 interactla
especificamente con Cullin5 (Cul5) formando un complejo E3-SOCS3, proceso necesario para que éste
Gltimo adquiera actividad catalitica y degrade a pJAKL1. IL2RA (cadena alfa del receptor de IL-2), IL2RB
(cadena beta del receptor de IL-2), IL-2RG (cadena gamma del receptor de IL-2), Ub (Ubicuitina).
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SOCS3 reclutaria las elonginas B/C y Cullin5 para generar una ubicuitina ligasa E3 (UbL
E3) que ubicuitina tanto a JAK como al R-IL2 que los dirige hacia la degradacion
proteosomal (72,73). SOCS3 se expresa de forma constitutiva en LT CD4*virgenes (74),
mientras que las células Treg son deficientes en la expresion de la proteina SOCS3 y se
ha demostrado que la sobreexpresion in vitro de SOCS3 en células Treg disminuye su
proliferacion, expresion de Foxp3 y funcion supresora, lo que sugiere que el eje
SOCS3/IL-2 desempefia un papel fundamental en el control de los niveles fisiol6gicos de
células Treg (75). De manera interesante, alin no se ha investigado si existen alteraciones
en el eje SOCS3/IL-2 en individuos con susceptibilidad a desarrollar enfermedades

autoinmunes.

El equilibrio entre la ubicuitinacion y la desubicuitinacién de muchas proteinas
celulares es aceptado como un mecanismo importante para el mantenimiento de la falta
de respuesta de LT y la prevencién de la autoinmunidad (76). De manera similar a la
modificacion postraduccional de proteinas de sefializacién inducida por la fosforilacion,
la ubicuitinacién es un proceso reversible y conservado evolutivamente, importante en la
sefializacion y funciona mediante la union covalente de las cadenas de monoubicuitina o
poliubicuitina a las proteinas blanco para regular su estabilidad, actividad y localizacion.
La ubicuitinacion postraduccional puede dar lugar a una degradacion proteolitica, asi
como a resultados no proteoliticos que regulan una amplia gama de funciones celulares
criticas, incluida la transcripcion de genes y el trafico de proteinas (77). El proceso de
ubicuitinacion requiere que la enzima E1 active la ubicuitina (Ub), una enzima E2 que

actle como transferasa y una ligasa E3 que transfiere la Ub a la proteina blanco (78).

Se ha demostrado que miembros de la familia de las Ub ligasas E3 son importantes
mediadores moleculares de la anergia de LT (estado de falta de respuesta en LT CD4
inducido tras la activacion en ausencia de sefiales coestimulatorias) y la tolerancia
periférica (79-81). Entre ellos, el Gen Relacionado a Anergia en Linfocitos (GRAIL)
desempefia un papel funcional importante en la anergia de los LT (82,83). Se ha
demostrado que, a diferencia de LT convencionales, las células Treg expresan GRAIL
constitutivamente y que su ARN se observa 10 veces incrementado en comparacién con
los niveles observados en LT convencionales (84). Ademas, se ha reportado que la
expresion forzada de GRAIL en LT es suficiente para la conversion de estas células a un
fenotipo regulatorio, aun en ausencia de Foxp3 (83,84). Por otra parte, ratones deficientes

en GRAIL fueron resistentes a la induccion de tolerancia inmune y mostraron una mayor
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susceptibilidad a enfermedades autoinmunes que los ratones de normales (85). El analisis
de las poblaciones de células Treg en ratones deficientes en GRAIL mostro que células
Treg deficientes en GRAIL tenian una funcion supresora reducida, asociada con el
aumento de la expresion génica relacionada con las células Th17 (85). Este proceso
postraduccional es una reaccion reversible en la que la eliminacion de los enlaces de Ub
estd mediada por un proceso igualmente complejo de “desubicuitinacion”. GRAIL es
regulado por dos isoformas de la proteasa Otubaina-1 (OTUB1) (86,87). OTUBL es una
enzima desubicuitinante (DUB), la cual se une a GRAIL junto con otra DUB, formando
un complejo trimolecular que da como resultado final la degradacién de GRAIL por el
proteosoma 26S (82). GRAIL y OTUBL han sido reportadas con importantes roles en
anergia de LT convencionales, aunque su funcién y la regulacion de la sefializacion de
IL-2 en células Treg se encuentra poco estudiada. En cuanto a la posible expresion
diferencial de GRAIL y OTUBL en individuos con susceptibilidad a desarrollar

enfermedades autoinmunes poco se ha investigado.

Modificacion post-traduccional de Foxp3

La expresion y actividad de Foxp3 son también reguladas a nivel proteina. Se han
descripto tres modificaciones post-traduccionales de la proteina Foxp3: acetilacion,
fosforilacion y ubicuitinacion que afectan la estabilidad y la capacidad de unién de
Foxp3 al ADN.

La acetilacion de Foxp3 es requerida para su expresion optima y control inmune
por parte de las Treg (7,88). La acetilacion de residuos de lisina por lisina-
acetiltransferasas (KATs) produce cambios que estabilizan a Foxp3, evitando su
degradacion via proteosoma, mejorando su capacidad de unién al DNA y con ello su
funcién (88,89). Se ha demostrado que Foxp3 interacciona con las KATs TIP60 y p300,
aumentando su estabilidad (90). La inhibicién o eliminacion de p300 en celulas Treg
afecta negativamente su funcion, mientras que la eliminacién de TIP60 en células Treg
genera una disminucion marcada de los niveles de expresion de Foxp3 y conduce a
patologias autoinmunes (90). Citoquinas tales como IL-6, a través de STATS3, inhiben la
acetilacion de Foxp3 y por lo tanto disminuyen su expresion; mientras que TGFp la
favorece aumentando la actividad y/o estabilidad de Foxp3 (91,92). Por el extremo
contrario, las lisina-deacetilasas (KDACs) que remueven grupos acetilos afectan la

expresion de Foxp3 negativamente (9,88,89). Sirtuina 1 (SIRT1) es una KDAC clase Il y
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se ha observado que su expresion es inversamente proporcional a Foxp3 durante la
diferenciacion de iTreg in vitro (93). Ademas, la expresion forzada de SIRT1 en células
Treg no s6lo lleva a desacetilacion de Foxp3, sino que gatilla la rapida poliubiquitinacion
de Foxp3 y su degradacion via proteosoma (93). La delecion especifica de SIRT1 en
células Treg resulta en una incrementada expresion de Foxp3 y actividad supresora (94).

Otra modificacion post-traduccional es la fosforilacion en residuos de serina y
treonina por varias quinasas, como PIM-1, PIM-2 y CDK2 (9,95-97). CDK2 es activada
por la sefalizacion via TCR y fosforila a Foxp3 en el dominio N terminal, afectando
negativamente su expresién/funcion (97). Por otro lado, células Treg deficientes en
CDK?2 tienen mayor funcionalidad (97,98). PIM2, otra quinasa que fosforila Foxp3 en la
porcion N terminal, interfiere con la expresion de genes asociados a células Treg y su
inhibicion incrementa la capacidad supresora de células Treg.

Finalmente, la ubicuitinacion de residuos lisina es otra modificacion post-
traduccional por la que Foxp3 sufre degradacion proteosomal, afectando su expresion y
la estabilidad del fenotipo de células Treg (9,77,99). La ubicuitinacion de proteinas, como
previamente se menciond, es un proceso estrechamente regulado por las ligasas E1, E2 'y
E3 que, en un complejo, catalizan la adicion de una Ub inicial a los residuos de lisina de
la proteina diana que, después de las adiciones posteriores, forma una cadena de poli-Ub.
Las cadenas de Ub marcan una proteina para la degradacion por el proteosoma 26S (99).
Se ha observado que los estimulos inflamatorios resultan en la degradacion de Foxp3 en
proteosomas mediada por una UbL E3 activada por sefiales de estrés denominada STUB1
(100). La expresion de STUBL se incrementa bajo distintas condiciones in vitro
(incluyendo IL-1B, IL-6, TNF-a, LPS y shock de calor), resultando en la poli-
ubicuitinacion de Foxp3 y la pérdida de proteina en proteosoma (100). Ademas, la
sobreexpresion de STUBL disminuye la capacidad funcional de células Treg in vitro e in
vivo y da lugar a células ex-Treg con caracteristicas Thl (98).

La desubicuitinacion de proteinas es también un proceso estrechamente regulado
por enzimas DUBSs, las cuales catalizan la eliminacion de Ub de sustratos proteicos
especificos, que en algunos casos evita la degradacion de las proteinas aumentando sus
niveles de expresion (9,98). La enzima DUB USP7 es expresada por células Treg e
interactla con Foxp3 para catalizar su desubicuitinacion (101). Bajo condiciones
inflamatorias USP7 es regulada negativamente en las células Treg, lo cual facilita la
degradacion de Foxp3 e inhibicion de su funcion supresora (93,102). Estudios recientes
han demostrado que la eliminacién condicional de USP7 en células Treg de ratones
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conduce al desarrollo de autoinmunidad letal con una disminucion importante del nimero
de celulas Treg en organos linfoides y un fenotipo con caracteristicas Thl in vitro e in
vivo (101,102). En conjunto, estos reportes sugieren que la estabilidad de Foxp3y funcion
de células Treg son reguladas a nivel proteina por numerosos mecanismos. De manera
interesante, aln no se ha investigado si existen alteraciones o expresion diferencial de
distintos componentes involucrados en la acetilacion, fosforilacion y ubicuitinacion en

células Treg de individuos con susceptibilidad a desarrollar enfermedades autoinmunes.

Inestabilidad y plasticidad de las células Treg

La expresion de Foxp3 y su estabilidad son cruciales para el mantenimiento de la
funcién de células Treg (103). La inestabilidad de células tTreg ha sido estudiada
exhaustivamente bajo condiciones basales o inflamatorias para determinar cémo ésta
afecta el desarrollo y resolucion de autoinmunidad (104-106). La pérdida de Foxp3 se ha
observado in vitro en células tTreg y también luego de la transferencia adoptiva de células
Treg a huéspedes linfopénicos (107,108). Se han descripto modelos en los que mediante
una proteina reportera fluorescente amarilla se puede seguir a células que alguna vez
expresaron Foxp3 (ex-Foxp3) (100). En ellos se observd que en condiciones
homeostaticas una pequefia proporcion de células Treg, aparentemente estables, pierde la
expresion de Foxp3 y adquiere un fenotipo de memoria/efectora con diferentes niveles de
expresion de citoquinas pro-inflamatorias tales como IFN-y e IL-17 (7,109). Estas células
ex-Foxp3 son capaces de inducir autoinmunidad en modelos de transferencia adoptiva y
consisten en una poblacién mixta, sobre la base de su nivel de hipometilacién en CNS2,
lo que sugeriria que no todas las células ex-Foxp3 en este modelo fueron una vez celulas
tTreg bonafide (109). En otro modelo genético de raton, se ha demostrado que la mayoria
de las tTreg en el bazo y los ganglios linfaticos son relativamente estables en condiciones
homeostaticas; sin embargo, al privar a las células de IL-2 o bloquear el R-1L-2 (110), se
observa una expresion de Foxp3 sustancialmente disminuida en tTreg y una pequefa
poblacion la pierde completamente, sin producir citoquinas inflamatorias. Estos
resultados sugieren algin grado de inestabilidad bajo ciertas condiciones del
microambiente (109). Debido a que en células Treg aisladas en sitios inflamatorios y
células Treg de sangre periférica de pacientes con enfermedades autoinmunes se observan
menores niveles de expresion de Foxp3, se requiere de méas estudios para identificar los
mecanismos Yy las consecuencias de la disminucion de Foxp3 a largo plazo. Mientras que

la re-metilacion de CNS2 podria ser en parte responsable de la disminucion de Foxp3,
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también es posible que las modificaciones post-traduccionales antes mencionadas, estén

involucradas en la generacion de las células ex-Foxp3.

La plasticidad es una propiedad inherente a todas las células inmunes, que les
permite adaptar su fenotipo y funcion al microambiente cambiante y a sefales de “dafio”
extracelulares. Asi, no es sorprendente que las células Treg posean cierto grado de
plasticidad (111). Las células Treg tienen la capacidad de adquirir caracteristicas
especificas del tipo de respuesta inmune que controlan, que es impulsada principalmente
por factores de transcripcion “maestros” y su expresion es regulada por sefiales del
microambiente (4).Las células Treg adquieren expresion del factor de transcripcion T-bet
para contener la inflamacion Thl durante una infeccion (42,111); IRF4 y STAT3 para
inhibir respuestas Th2 y Th17 respectivamente (112,113). Mientras esta caracteristica de
plasticidad parece ser ventajosa y beneficiosa para el resultado de la respuesta inmune, se
ha observado una plasticidad aberrante en células Treg en varias enfermedades
autoinmunes, con células Treg que expresan citoquinas proinflamatorias adquiriendo un
fenotipo similar a LTh con disminucion de su funcion, pero manteniendo la expresion de
Foxp3 (114-117). Paradodjicamente, estas células Treg similares a LTh utilizan los
mismos factores de transcripcion usados por las células Treg para inhibir tipos de
respuestas inmunes especificas y en la mayoria de los casos, tienen la region CNS2
desmetilada en el locus Foxp3, lo que sugiere que su fenotipo podria ser reversible
(4,111). Las investigaciones actuales estan centradas en comprender las vias de
sefializacion que impulsan esta plasticidad en enfermedades autoinmunes para

aprovecharlas en el tratamiento de enfermedades humanas.

Células Treg en enfermedades autoinmunes

Tal y como se menciond antes, las células Treg representan una subpoblacion de
LT fundamental capaz de promover la autotolerancia y balancear procesos inflamatorios
exacerbados (2-4,7). Se cree que la deficiencia o disfuncion de las células Treg es
fundamental para la patogénesis de diversas enfermedades autoinmunes; y por lo tanto es
probable que las anomalias funcionales o fenotipicas, el balance relativo entre las células
Treg y las células T efectoras (Tef) o los elementos en el microambiente inflamatorio,
sean los responsables del fracaso de las células Treg para imponer la tolerancia en estos
escenarios (118). Si bien algunos estudios iniciales afirmaron que los pacientes con
algunas enfermedades autoinmunes tenian un porcentaje reducido e incluso numero

absoluto reducido de células Treg en sangre periférica, otros estudios reportaron valores
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similares a los hallados en individuos normales (109). Actualmente existe consenso de
que en circulacion los pacientes con enfermedades autoinmunes tienen nimeros normales
de células Treg (109). Ademas de deficiencias numéricas se han reportado defectos
funcionales en practicamente todas las enfermedades autoinmunes conocidas, como
Lupus Eritematoso Sistémico (119-121), Esclerosis mdltiple (122,123), Diabetes
mellitus tipo 1 (DT1) (124-126), Artritis Reumatoidea (127,128), enfermedad tiroidea
autoinmune (129,130), psoriasis (131,132) y enfermedad inflamatoria intestinal (133). Un
defecto en los numeros de células Treg en 6rganos diana también seria posible, pero dificil
de evaluar en el humano (134). Numerosos datos experimentales en pacientes con
enfermedades autoinmunes indican que las células Treg podrian tener una funcion
impedida e incluso que las mismas podrian convertirse en células efectoras en respuesta
a la inflamacion (4,118,135).

Se han propuesto diferentes razones por la que una célula Treg podria tener su

funcién supresora defectuosa en enfermedades autoinmunes (Figura 5) (4):

1. Microambiente: la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-6 por parte de
CPA puede proporcionar una potente sefial co-estimulatoria para la expansion de las
células Tef y hacer que las mismas sean resistentes a la supresion. IL-6 tambien puede
actuar sobre las células Treg y revertir su funcién supresora o resultar en su

conversion a células Thl7.

SALUD AUTOINMUNIDAD
CélulaT
autoreactiva ) Resistencia a
Organo la supresion CélulaT
autoreactiva
\‘ Muerte celular / -

\ Conversiona T
/7 efectora

Q Q Funcién
defectuosa Baja

Q @ Frencuencia

Células Treg Células Treg

Figura 5: Defectos de células Treg en autoinmunidad. En la salud, las células Treg mantienen
la tolerancia al ejercer la supresién de las células T efectoras. En enfermedades autoinmunes especifica
de o6rgano, las células Treg no pueden suprimir las células T efectoras autorreactivas, lo que lleva a la
muerte de las células diana. Las razones reportadas para esto incluyen nimeros inadecuados de células
Treg, capacidad de supresién defectuosa, conversién de células Treg en células efectoras y resistencia de
células T efectoras a la supresion mediada por una célula Treg.
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2. Resistencia intrinseca de la célula Tef a la supresion.
3. Defectos intrinsecos de células Treg que incluyen generacion defectuosa, sobrevida,
estabilidad o repertorio de TCR alterado, o bien; defectos especificos en alguno de

los mecanismos de supresién propuestos mediados por las células Treg

El estudio de las células Treg en autoinmunidad ha sido facilitado en gran manera
gracias a la existencia de modelos murinos para muchas enfermedades autoinmunes. En
diferentes modelos experimentales de autoinmunidad, se ha demostrado claramente que
las células Treg influencian el desarrollo y la progresion de la enfermedad (7,134). La
mayoria de los datos obtenidos por ejemplo en pacientes con DT1 son de sangre
periférica, debido a la imposibilidad de obtener muestras de pancreas, por lo que se
desconoce si las células Treg desempefian un papel activo en la limitacién de la
destruccion de las células B o tienen un fenotipo alterado en los islotes durante el curso
de la enfermedad. Por lo tanto, los modelos de raton de DT1 se han empleado para
investigar la progresion de la enfermedad en el microentorno del islote (136). EI modelo
mas utilizado para DT1 es el modelo de raton NOD, una cepa identificada en Japon hace
mas de 35 afios en una colonia consanguinea (137); y se ha convertido en una herramienta
valiosa para diseccionar la patogenia de la DT1.

Los ratones NOD desarrollan espontaneamente diabetes autoinmune a partir de
~10 semanas de edad en las hembras y con una incidencia creciente con el tiempo hasta
25 semanas (138). Tanto el inicio como la progresion de la diabetes se retrasan en los
ratones NOD machos, lo que podria deberse a diferencias en el microbioma intestinal
entre hembras y machos como consecuencia de diferencias hormonales (139). Otros
factores ambientales, incluidas las condiciones de vivienda y la dieta, también pueden
afectar el desarrollo de la diabetes autoinmune (138). Analisis genéticos han identificado
locus genéticos de susceptibilidad en ratones NOD que se conocen como locus de
diabetes dependiente de insulina (Idd). Se han identificado mas de 40 locus Idd y tanto
en ratones NOD como en humanos, el factor genético mas importante que contribuye a
la susceptibilidad de DT1 es el CMH, conocido como Iddl en ratones (IDDM1 en
humanos) (140,141). La region 1dd3 contiene genes que codifican para IL-2 e 1L-21 (142)
y se ha demostrado que ratones B6 que expresen lIdd3 derivado de ratones NOD poseen
niveles reducidos de 1L-2 (143,144). Entre los locus Idd que se asocian a susceptibilidad

en diabetes también se encuentran aquellos que codifican para insulina y CTLA-4, todas
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moléculas que se han propuesto como contribuyentes al quiebre de la tolerancia central
y/o periférica (136,138,143,145).

Es importante remarcar que la cepa de ratones NOD es ademas genéticamente
predispuesta a desarrollar con la edad diferentes enfermedades autoinmunes como
tiroiditis autoinmune, sialiditis autoinmune, prostatitis autoinmune, etc.; enfermedades
que se extienden mas alla de la diabetes autoinmune extensamente estudiada en esta cepa
(146-149). Se ha sugerido que esta mayor predisposicion a desarrollar autoinmunidad
podria ser debida al menos en parte a defectos en las células Treg. En este modelo animal
se ha reportado que la deplecion experimental de células Treg, debido a la deficiencia de
Foxp3 se relaciona con una enfermedad mas agresiva y acelerada, mientras que la
transferencia de células Treg tiene efectos protectores (150).

Se ha demostrado que, en comparacion con las cepas B6, BALB/c y otras, la cepa
NOD es mas susceptible al desarrollo de tiroiditis inducida por inmunizacion, prostatitis
inducida por inmunizacion y colitis inducida por administracion de dextrano
(146,147,151). Curiosamente, en todas las situaciones autoinmunes o inflamatorias en las
que esta cepa de ratones muestra una susceptibilidad elevada, se observa un rol
patogénico de LTh1 (151-154). Por otro parte, se sabe ampliamente que los ratones B6 y
BALB/c expresan diferentes respuestas inmunes en estados normales y patoldgicos. Estos
fendmenos se pueden relacionar con las diferencias inter-cepas en su background
genético (155). Por ejemplo, ratones B6 son mas susceptibles que ratones BALB/c a la
induccidn experimental de enfermedades autoinmunes 6rgano especificas tales como
miastenia gravis autoinmune experimental (156) y uveitis autoinmune experimental
(157). A diferencia de ratones B6, ratones de la cepa BALB/c desarrollan
preferencialmente respuestas de tipo Th2 y muestran incrementada susceptibilidad a
infecciones parasitarias, alta incidencia al desarrollo de tumores (incluyendo tumores de
colon y de glandulas mamarias) (158) y parecen ser resistentes a la induccién de
enfermedades autoinmunes comparado a ratones de las cepas NOD y B6 (159). El estudio
comparativo entre cepas del niamero y/o funcionalidad de células Treg podria ayudar a
comprender si las diferencias observadas en susceptibilidad a la infeccidn, la
tumorigénesis y/o autoinmunidad estan relacionadas a este punto. Seria interesante
ademas avanzar en el analisis comparativo de distintas subpoblaciones, capacidad
funcional y estabilidad de células Treg en las distintas cepas.

Desde un punto de vista funcional, existen grandes discrepancias entre los

antecedentes disponibles hasta el momento y varios grupos han demostrado defectos
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leves en ensayos clasicos de funcionalidad in vitro de células Treg de NOD, aunque otros
estudios no encontraron estos defectos (124,160-163) Se ha demostrado ademas que las
células Foxp3* de la cepa NOD tienen reducida expresion de CD25 (164). En trabajos en
los que se analizé la via de sefalizacion de IL-2 en células Treg de ratones NOD se
observé una menor sefializacion de IL-2 (165-167). Algunos investigadores observaron
deficiencias en células Treg en todos los érganos linfoides y a diferentes tiempos en el
curso de la diabetes, mientras que otros solo detectaron una caida en los niveles de células
Treg en pancreas y ganglios linfaticos pancreaticos al momento del desencadenamiento
de la enfermedad (168). Otros autores demostraron igual namero y frecuencia de células
Treg en la cepa NOD y B6 (136). Otra posibilidad que también ha sido investigada y
demostrada es la presencia de celulas Tef mas patogénicas y/o células Tef resistentes a la
supresion ejercida por células Treg (163).

A pesar de la gran variedad de estudios realizados en esta cepa de raton hasta el
momento, aun existen numerosos aspectos que permanecen sin abordar y que han sido el
foco de estudio del presente de trabajo de tesis. A la luz de los ultimos hallazgos y los
numerosos factores que participan en la estabilidad de las células Treg y en el
mantenimiento de la expresion de Foxp3, es posible que en ratones con susceptibilidad a
desarrollar autoinmunidad existan alteraciones en alguno de los mecanismos antes
citados. Las respuestas a estas preguntas indudablemente mejoraran el disefio de las
opciones terapéuticas especificas de células Treg para pacientes con enfermedades

autoinmunes.
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

De acuerdo con los antecedentes bibliograficos expuestos la hipotesis del presente
trabajo de tesis es que en la cepa de ratones NOD, una cepa con predisposicion al
desarrollo de procesos autoinmunes, existen alteraciones en la cantidad y/o funcionalidad
de células Treg o en subpoblaciones particulares de células Treg. Postulamos que también
existen defectos en la regulacion de la sefializacion del R-IL-2 o alteraciones en la
regulacion de Foxp3 a nivel transcripcional y/o a nivel proteina; que lleven a la existencia

de células Treg menos estables y/o menos funcionales en periferia.

OBJETIVOS

Objetivo General:
Analizar las caracteristicas cuantitativas, cualitativas, funcionales y de estabilidad de
células Treg provenientes de ratones con diferente susceptibilidad al desarrollo de
autoinmunidad, mediante un estudio comparativo en las cepas NOD, B6 y BALB/c.

Obijetivos especificos:
Estudiar si la mayor susceptibilidad al desarrollo de autoinmunidad observada en
ratones de la cepa NOD, se relaciona con alteraciones en la cantidad de células Treg
o0 de distintas subpoblaciones de células Treg y/o alteraciones fenotipicas de células

Treg presentes en distintos érganos linfaticos.

Evaluar si la mayor susceptibilidad al desarrollo de autoinmunidad observada en
ratones de la cepa NOD, se relaciona a alteraciones en la funcionalidad y activacion
in vitro de las células Treg luego de un estimulo via TCR/co-estimulo en presencia o

ausencia de IL-2.

Analizar si la mayor susceptibilidad al desarrollo de autoinmunidad observada en
ratones de la cepa NOD, se relaciona a alteraciones en la via de sefializacion y
regulacion del R-1L-2 y/o factores que participan en la regulacién de Foxp3 a nivel

transcripcional y a nivel proteina.
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I.  Andlisis cuantitativo y cualitativo de células Treg en ratones con

diferente susceptibilidad a autoinmunidad en condiciones basales

En el presente trabajo de tesis realizamos un estudio comparativo en 3 cepas de
ratones tales como NOD, B6 y BALB/c que de acuerdo con bibliografia poseen diferente
susceptibilidad a desarrollar autoinmunidad (146,147,151). En todos los analisis
realizados en este trabajo de tesis los animales fueron estudiados sin ningun tratamiento
previo, es decir, en condiciones basales a la edad de 4-6 semanas para asegurarnos que
los ratones de la cepa NOD no tuvieran ningln signo de autoinmunidad, logrando de esta

manera que el estudio fuera comparable entre las cepas en estudio.

Analisis del nimero y proporcion de células Treg en ratones de la cepa NOD, B6'y
BALB/c en 6rganos linfoides en condiciones basales

Como primera aproximacion a la caracterizacion de la poblacion de células Treg
en las cepas estudiadas, se analizaron muestras obtenidas a partir de diferentes drganos
linfoides secundarios tales como bazo, pool de ganglios linfaticos axilares e inguinales
(GLp), ganglios linfaticos mesentéricos (GLm), Ganglios linfaticos pancreaticos (GLpc)
y placas de Peyer con el fin de determinar la proporcion y valor absoluto de células Treg
(CD4"Foxp3*CD25") mediante citometria de flujo. Como se puede observar en la Figura
6, ratones de la cepa NOD mostraron menor proporcion de células CD4"Foxp3*CD25*
en bazo, GLp, GLm y GLpc con respecto a la cepa BALB/c; mientras que no se
encontraron diferencias entre cepas en las placas de Peyer (Figura 6A 'y 6B). En GLp y
GLpc se observo, ademas, que ratones de la cepa NOD tenian menor proporciéon de
células Treg comparado a la cepa B6. En analisis comparativos del nimero total de células
Treg en los distintos 6rganos de las 3 cepas se encontrd que ratones de la cepa NOD tenian
menor namero absoluto de células Treg comparado a la cepa BALB/c en todos los
6rganos analizados (Figura 6C). En GLpc, ratones NOD mostraron menor numero de
celulas Treg incluso con respecto a la cepa B6 (Figura 6C).

Ademas de estudiar la proporcién y los valores absolutos de células Treg,
analizamos el nivel de expresion de Foxp3 en las células Treg de las 3 cepas en estudio
por citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 7A y 7B, células Treg que

provenian de ratones de la cepa NOD mostraron menor nivel de expresion de Foxp3 con
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Figura 6: Frecuencia y Namero Absoluto de células T regulatorias obtenidas de diferentes
organos linfaticos secundarios de ratones NOD, B6 y BALB/ c. A). Graficos de contorno de citometria
de flujo representativos de células mononucleares (CMNs) de bazo, pool de ganglios linfaticos axilares e
inguinales (GLp), ganglios linfaticos mesentéricos (GLm), ganglios linfaticos pancreaticos (GLpc) y placas
de Peyer (P. Peyer), que muestran la frecuencia de células Treg (Foxp3* CD25%). Los valores en los graficos
representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. El andlisis es representativo de al menos
4 experimentos independientes con resultados similares. B-C). Gréficos que muestran la proporcién (B) y
el nimero total (C) de Treg (CD4" Foxp3* CD25*) en los distintos 6rganos bajo estudio para las 3 cepas,
donde cada punto corresponde a una determinacion individual. Los datos se muestran como la media *
SEM (error estandar de la media), n=4-8 segun el 6rgano; y son representativos de al menos 4 experimentos
independientes con resultados muy similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 fueron
considerados estadisticamente significativos.

respecto a la cepa BALB/c en todos los 6rganos analizados, excepto en GLpc. En GLp se
observd menor nivel de expresion de Foxp3 en células Treg de ratones NOD también en
comparacion a células Treg de ratones B6 (Figura 7B). La expresion de Foxp3 también
fue analizada a nivel de ARNm por PCR en tiempo real normalizado a un gen enddgeno
(Figura 7C). Para ello, el ARN fue extraido a partir de células Treg esplénicas purificadas
mediante cell sorting como CD4* CD25" obteniendo esta poblacion con una pureza
>97% (Foxp3*). Como se muestra en la Figura 7C, células Treg de ratones de la cepa
NOD y B6 presentaron menor expresion de ARN para Foxp3 comparado a la cepa
BALBI/c.
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Figura 7: Nivel de expresion de Foxp3 en Treg obtenidas de distintos érganos linfaticos, en
ratones de las 3 cepas estudiadas en condiciones basales. A). Histogramas de citometria de flujo
representativos del nivel de expresion de Foxp3 en células T CD4* viables de bazo, GLp, GLm, GLyc y P.
de Peyer. El andlisis es representativo de al menos 4 experimentos independientes con resultados similares.
B). Gréfico de barras que muestra los valores de MFI para Foxp3 en la poblacion de células CD4*Foxp3*
de los 6rganos analizados en las 3 cepas en estudio, donde cada punto corresponde a una determinacién
individual. C). Expresion de Foxp3 en Treg purificadas de bazo de las 3 cepas. Los valores representan la
expresion relativa de Foxp3 en funcién a eEF2 (control enddgeno) y fueron calculados usando el método
244CT | _os datos se muestran como la media + SEM, n= 4-7 segun el 6rgano; y son representativos de al
menos 4 experimentos independientes con resultados muy similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; ***
p< 0,001; **** p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.

La proporcion de células Treg también fue evaluada en Timo, importante 6rgano linfoide
primario donde se origina esta poblacion (Figura 8). Ratones de la cepa NOD mostraron
menor frecuencia de células Treg CD4*CD8 Foxp3* en comparacién con la cepa BALB/c
(Figura 8A y 8B), mientras que el numero total de células Treg hallado fue
significativamente menor que los hallados para las cepas B6 y BALB/c (Figura 8C). El
analisis de la expresion de Foxp3 y CD25 en Timo no mostrd diferencias significativas

entre las cepas evaluadas (Figura 8 D-F).

Estos resultados demuestran que ratones de la cepa NOD presentan menor nimero
de células Treg y menor expresion de Foxp3 en la mayoria de los érganos linfoides

secundarios analizados.
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Figura 8: Frecuencia y Numero absoluto de células Treg en Timo de ratones NOD, B6 y BALBI/c.
A). Gréfico de contorno de citometria de flujo que muestra la frecuencia de células Treg en timo (CD4* Foxp3™).
Los valores mostrados en el grafico representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. El
andlisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. B-C). Gréficos
que muestran la proporcion (B) y el nimero total (C) de Treg (CD4*CD8Foxp3*) en timo de las distintas cepas
de ratones bajo estudio. Cada punto de los graficos corresponde a una determinacion individual. D). Histograma
de citometria de flujo representativo del nivel de expresién de Foxp3 en timocitos CD4* CD8"de ratones NOD,
B6 y BALBY/c. El analisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares.
E-F). Grafico de barras que muestra MFI para Foxp3 (E) y CD25 (F) en timocitos CD4* CD8". Los datos se
muestran como la media + SEM, n= 4-8 segln la cepa; y son representativos de al menos 3 experimentos
independientes con resultados muy similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; **** p< 0,0001
fueron considerados estadisticamente significativos

Andlisis de subpoblaciones de células Treg en 6rganos linfoides de ratones NOD, B6 'y
BALBI/c

Las células Treg constituye una poblacion sumamente heterogénea, asi, es posible
encontrar distintos subtipos en diferentes tejidos y exhibiendo capacidades funcionales
Unicas (4,9,16). Como se menciond previamente la expresion del factor de transcripcion
Helios ha sido postulada como un indicador para distinguir células Treg de origen timico
(tTreg) y de las células Treg de origen periférico (pTreg). Con el objetivo de determinar el
origen de las células Treg en drganos linfoides periféricos de las diferentes cepas bajo
estudio, se realiz6 una inmunomarcacion para evaluar la proporcion y nimero total de
células Foxp3*Helios* (tTreg) y Foxp3*Helios™ (pTreg) (Figura 9). En concordancia con la
bibliografia, mas del 70% de las células Treg halladas en bazo fueron positivas para Helios,

es decir de origen timico; sin encontrar diferencias significativas entre cepas
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Figura 9: Frecuencia y Niumero Absoluto de células T regulatorias Helios* (tTreg) y Helios (pTreg)
en érganos linfoides periféricos de ratones NOD, B6 y BALB/ c. A). Gréficos de contorno de citometria de
flujo que muestran la frecuencia de células Foxp3* Helios* y Foxp3* Helios™ a partir de un gate en la poblacion
de células CD4*Foxp3* de bazo, GLp y GLm. Los valores mostrados en los graficos representan la frecuencia
de células para los marcadores evaluados. El andlisis es representativo de al menos 3 experimentos
independientes. B). Grafico de composicion que muestra la proporcion de tTreg y pTreg en bazo, GLp y GLm
para las 3 cepas bajo estudio. C) Grafico de barras que muestra el nimero absoluto de tTreg y pTreg en bazo,
GLp y GLm de las 3 cepas bajo estudio. Los datos se muestran como la media £ SEM, n= 4; y son
representativos de al menos 3 experimentos independientes con resultados muy similares. Valor de * p< 0,05
fue considerado estadisticamente significativo.

(Figura 9A y 9B). Las proporciones de pTreg fueron mayores en los GLm, sitio donde
existen niveles elevados de TFG- e importante induccion de pTreg in vivo; sin embargo, no
hubo diferencias significativas entre cepas. En GLp se observd menor proporcion de tTreg

en la cepa NOD y B6 con respecto a la cepa BALB/c (Figura 9A y 9B). Por Gltimo, ratones
de la cepa NOD mostraron menor nimero absoluto de pTreg en bazo con respecto
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Figura 10: Induccion in vitro de células Treg a partir de LT CD4 convencionales virgenes en las
3 cepas bajo estudio en condiciones basales. LT CD4*CD25" virgenes fueron purificados a partir de CMNs
de bazo de ratones de la cepa NOD, B6 y BALB/c mediante perlas magnéticas y posterior cell sorting. La
poblacidn obtenida fue cultivada durante 5 dias en presencia de medio condicionado (anti-CD3/CD28 + rTGF-
B+ rIL-2) (iTreg) o s6lo en medio de cultivo (Control) y el porcentaje de induccion de Foxp3 fue determinado
mediante citometria de flujo. A). Gréficos de puntos de citometria de flujo representativos de la frecuencia de
células iTreg (CD4+Foxp3*) para las 3 cepas luego del cultivo durante 5 dias en presencia 0 no de medio
condicionado. El analisis es representativo de al menos 5 experimentos independientes con resultados similares
B) Grafico de barras que muestra el porcentaje de induccidn de Foxp3 en presencia o no de medio condicionado
luego de 5 dias de cultivo en las 3 cepas bajo estudio. Para purificar la poblacion celular se partié de un conjunto
de 12 animales por cepa. Los datos se muestran como la media + SEM y son representativos de al menos 3
experimentos independientes con resultados muy similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001
fueron considerados estadisticamente significativos.

a la cepa B6, mientras que para el resto de los 6rganos analizados no se hallaron diferencias
relevantes entre cepas en el niamero total (Figura 9C).

Las células Treg también pueden ser inducidas in vitro a partir de LT CD4+ virgenes
mediante estimulacion via TCR y el agregado de IL-2 y TGFB (20,24). Estas células Treg
han sido denominadas células Treg inducidas in vitro o iTreg. Para conocer si la capacidad
de induccién in vitro de células Foxp3* se encontraba alterada en ratones de la cepa NOD,
se purificaron a partir de bazo células CD4*CD25  (definidas por bibliografia como LT
convencionales con fenotipo virgen) y las mismas fueron incubadas durante 5 dias en
presencia 0 no de anticuerpos anti-CD3/CD28 maés IL-2 y TGF- recombinantes (medio
condicionado) segun se detall6 en Materiales y métodos. El analisis de la induccion de Foxp3
se muestra en la Figura 10. Como se puede observar, el estimulo con medio condicionado
indujo la expresion de Foxp3 en los cultivos de las 3 cepas en estudio. Sin embargo, cultivos
de linfocitos purificados de ratones NOD mostraron menor proporcion de células Foxp3*

cuando se compar6 con los valores hallados en cultivos de las otras cepas (Figura 10B). Al
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Figura 11: Nivel de expresion de Foxp3 y CD25 en iTreg obtenidas a partir de LT convencionales
CD4 virgenes de ratones NOD, B6 y BALB/c. A). Histogramas de citometria de flujo representativos del
nivel de expresion de Foxp3 y CD25 en la poblacion de células CD4*Foxp3* para las cepas NOD, B6 y
BALB/c. El anlisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. B).
Gréfico de barras con valores de MFI para Foxp3 y CD25 en iTreg de bazo. Los datos se muestran como la
media + SEM y son representativos de al menos 4 experimentos independientes con resultados muy similares.
Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 fueron considerados estadisticamente significativos
analizar el nivel de expresion de Foxp3 y CD25 en las iTreg de las 3 cepas se observé menor
expresion de estas moléculas en iTreg de la cepa NOD con respecto a la cepa BALB/c
(Figura 11).

Teniendo en cuenta la heterogeneidad de las células Treg y con el objetivo de analizar
si existia alguna diferencia en otros subtipos de células Treg, nos propusimos estudiar la
proporcion de subtipos de células Treg virgen/central (vTreg) y de memoria/efectora
(emTreg) en las 3 cepas en estudio por citometria de flujo, usando como marcadores las
moléculas de superficie CD62L y CD44 para definirlas. Como se puede observar en la Figura
12 en bazo de ratones B6 y BALB/c las vTreg (Foxp3"CD62L*CD44") se encontraban en
mayor proporcion que las emTreg (Foxp3*CD62L"CD44"), mientras que ratones de la cepa
NOD mostraban menor proporcién de vTreg y mayor proporcion de emTreg con respecto a
las otras cepas (p valor < 0,0001) (Figura 12A y 12B). Por el contrario, en los GLp y GLm
la proporcién de estas subpoblaciones de células Treg se encontraban de forma inversa,
observandose mayor proporcion de emTreg que de virgenes en todas las cepas estudiadas.
En GLp la cepa NOD mostré menor proporcion de vTreg y una mayor proporcion de emTreg

con respecto a la cepa B6 (p valor< 0,01), sin encontrar diferencias entre cepas en los GLm.
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Figura 12: Proporcion de subtipos de Treg virgen/central y memoria/efectora en érganos
linfoides secundarios de ratones NOD, B6 y BALB/c. A) Graficos de contorno de citometria de flujo
representativos que muestran la frecuencia de células Treg Foxp3*CD62L*CD44 (vTreg) y Foxp3*CD62L"
CD44* (emTreg) en CMNs de bazo, GLp y GLm de ratones de las 3 cepas. Los valores mostrados en los
graficos representan la frecuencia de células para los marcadores evaluados. El andlisis es representativo
de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. n= 6. B). Grafico de composicién que
muestra la proporcion de emTreg y vTreg en bazo, GLp y GLm para las 3 cepas bajo estudio. Los datos se
muestran como la mediat SEM, n=6; y son representativos de al menos 3 experimentos independientes con
resultados muy similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; **** p< 0,0001 fueron
considerados estadisticamente significativos. vTreg: Treg virgenes; emTreg: Treg memoria/efectora.

Analisis comparativo de marcadores fenotipicos de células Treg en ratones NOD, B6y
BALB/c

Analizamos ademas si existian diferencias fenotipicas en la poblacion de células
Treg en las 3 cepas en estudio. Para ello realizamos un analisis comparativo de la
expresion de diferentes moléculas que intervienen en la funcién efectora de una célula
Treg como lo son las moléculas CD25, CTLA-4, GITR, NRP-1, LAP-1, CD73, CD39,
PD-1, PDL-1 y TIGIT (Figura 13). El analisis del fenotipo de células Treg esplénicas
arrojé menor expresién de CD25 en la cepa NOD con respecto a las demas cepas
analizadas, sin hallar diferencias entre cepas en la expresion de CTLA-4, GITR, LAP-1,
CD39 y PD-L1; mientras que se observd menor expresion de TIGIT en la cepa BALB/C
con respecto a las demas cepas (Figura 13 A-B). En GLp se observd menor expresion de
CD25, LAP-1, CD39 y PD-1 en células Treg de la cepa NOD con respecto a las demas
cepas y sin diferencias entre cepas en la expresion de CTLA-4, NRP-1, GITR, PD-L1 y
TIGIT (Figura 14 A-B). En el caso particular de la ectoenzima CD73, tanto en bazo como
en GLp se observo que la cepa B6 presentaba mayor expresion con respecto a las demas
cepas (Figura 13B y 14B). Por otro lado, se realizaron analisis comparativos para

determinar la frecuencia de células Treg que expresaban las moléculas mencionadas con
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Figura 13. Expresion de moléculas relacionadas a la funcionalidad de una célula T
regulatoria en bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c en condiciones basales. A). Histogramas de
citometria de flujo representativos, que muestran el nivel de expresion de las moléculas CD25, CTLA-4,
GITR, NRP-1, LAP-1, CD73, CD39, PD-1, PD-L1 y TIGIT en la poblacién de células CD4* de bazo. El
analisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. B). Grafico
de barras que muestra los valores de MFI para las distintas moléculas analizadas en (A) en la poblacion
de células CD4*Foxp3*. C). Grafico de barras que muestra la frecuencia de Treg CTLA-4", GITR*, NRP-
1*, LAP-1*, CD73*, CD39*, PD-1*, PD-L1* y TIGIT* de bazo para las 3 cepas bajo estudio. Los datos se
muestran como la media = SEM, n=3-4 segln la cepa; y son representativos de al menos 3 experimentos
independientes con resultados muy similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; **** p<
0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.

anterioridad en los distintos 6rganos en estudio (Figura 13C y 14C). El analisis de la
proporcion de células Treg esplénicas no mostrd diferencias relevantes entre cepas
observandose solo menor proporcién de células Treg Foxp3*NRP-1* en la cepa NOD vy
B6 con respecto a ratones BALB/c (Figura 13C), mientras que en GLp se observé menor
frecuencia de células Treg Foxp3"NRP-1", Foxp3*LAP-1*, Foxp3"CD39" y Foxp3"PD-
1" en ratones NOD con respecto a las demas cepas (Figura 13C).

El estudio del fenotipo también fue realizado en las iTreg de las tres cepas y se
muestra en la Figura 15. Como se puede observar, luego de 5 dias de cultivo en presencia
de medio condicionado, iTreg de la cepa NOD mostraron menor expresion de CTLA-4,
LAP-1, CD39, PD-L1y LAG-3 que iTreg de la cepa BALB/c (Figura 15 A-B). Ademas
de expresar marcadores fenotipicos involucrados en la funcion efectora, se ha descripto

que las células Treg también expresan receptores de quimiocinas 0 homing, que estan
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Figura 14. Expresion de moléculas relacionadas a la funcionalidad de una célula T regulatoria
en ganglios linfaticos de ratones NOD, B6 y BALB/c en condiciones basales. A). Histogramas de
citometria de flujo representativos, que muestran el nivel de expresion de las moléculas CD25, CTLA-4,
GITR, NRP-1, LAP-1, CD73, CD39, PD-1, PD-L1 y TIGIT en la poblacién de células CD4* de GLp de las
3 cepas en estudio. El analisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados
similares. B). Grafico de barras que muestra MFI para las distintas moléculas analizadas en (A). C). Grafico
de barras que muestra la frecuencia de Treg CTLA-4*, GITR*, NRP-1*, LAP-1*, CD73*, CD39*, PD-1",
PD-L1* y TIGIT" en GLp para las 3 cepas bajo estudio. Los datos se muestran como la media = SEM, n=3-
4 segln la cepa; y son representativos de al menos 3 experimentos independientes con resultados muy
similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; **** p< 0,0001 fueron considerados
estadisticamente significativos.

implicados en el reclutamiento de estas en diferentes entornos inmunolégicos (15). Con
el proposito de determinar si existia expresion diferencial de receptores de quimiocinas
entre las cepas en estudio, se tomaron muestras de bazo y pool de ganglios linfaticos de
las tres cepas, y se determino la expresion de CXCR3, CCR5, CCR6 en células Treg por
citometria de flujo. El analisis de la proporcion y expresion de CXCR3, CCR5 y CCR6
se muestra en la Figura 16. En la Figura 16A y 16B se puede observar que en bazo no se
encontraron diferencias significativas entre cepas en la proporcion de células Treg
CXCR3*, mientras que en GLp ratones de la cepa NOD mostraron menor proporcion de
células Treg CXCR3* con respecto a las demas cepas. La proporcion de células Treg
CCR5" en bazo y GLp fue menor en ratones de la cepa de NOD, mientras que no se

hallaron diferencias relevantes en la proporcion de células Treg CCR6" entre la cepa NOD
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Figura 15. Nivel de expresion de moléculas involucradas en la funcién en Treg inducidas in
vitro a partir de linfocitos CD4* virgenes de ratones NOD, B6 y BALB/c. A). Histogramas de citometria
de flujo representativos, que muestran el nivel de expresion de las moléculas CTLA-4, GITR, LAP-1,
CD73, CD39, PD-L1, LAG-3 y TIM-3 en células iTreg CD4*Foxp3* de bazo de las 3 cepas en estudio. El
andlisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. B). Graficos
de barras que muestran MFI para las distintas moléculas analizadas en (A). Los datos se muestran como la
media + SEM, n=3-4 segln la cepa; y son representativos de al menos 3 experimentos independientes con
resultados muy similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; **** p< 0,0001 fueron
considerados estadisticamente significativos.

y las demas cepas en estudio en los érganos analizados (Figura 16B). En cuanto a la
expresion de estos marcadores, no se hallaron diferencias en el nivel de expresion de
CXCR3 en células Treg esplénicas de las cepas en estudio. La expresion de CCR5 y
CCR6 fue menor en células Treg esplénicas de ratones NOD. En GLp no se encontraron
diferencias entre cepas en la expresion de los distintos receptores analizados (Figura 16C).
En resumen, el andlisis de las proporciones, valores absolutos y caracteristicas

fenotipicas de células Treg de ratones NOD en comparacién con las células Treg de las
cepas B6 y BALB/c nos permite concluir que los ratones NOD tienen:

v' Menor proporcion y numero absoluto de células Treg en 6rganos linfoides
secundarios y en timo
Menor expresion de Foxp3 en células Treg de 6rganos linfoides secundarios
Menor proporcion de tTreg en periferia
Menores niveles de expresion de CD25 en bazo y GLp
Menor frecuencia de células Treg LAP-17, CD39" y PD-1"en GLp

DN N NN
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Figura 16: Frecuencia y expresion de receptores de quimiocinas en Treg de érganos
linfoides secundarios de ratones NOD, B6 y BALB/c. A). Histogramas de citometria de flujo
representativos, que muestran la expresion de CXCR3, CCR5 y CCR6 en células CD4* de bazo y GLp
de las 3 cepas en estudio. Los valores en los histogramas representan el promedio de la frecuencia de
células para los marcadores evaluados. El andlisis es representativo de al menos 3 experimentos
independientes con resultados similares. B). Graficos de barras que muestran la frecuencia de Treg
CXCR3*, CCR5" y CCR6* en CMNs de bazo (izquierda) y GLp (derecha) para las 3 cepas bajo
estudio. C). Gréficos de barras que muestran la MFI para las distintas moléculas analizadas en (B) en
la poblacion de células CD4*Foxp3*. Los datos se muestran como la media + SEM, n=4-8 segun el
organo; y son representativos de al menos 3 experimentos independientes con resultados muy
similares. Valores de * p< 0,05; ** p< 0,01 fueron considerados estadisticamente significativos.

v" Menor capacidad de inducir células Treg in vitro; las células iTreg inducidas
expresan menores niveles de Foxp3, CD25 y otras moléculas inhibitorias tales
como CTLA-4, LAP-1, CD39, PD-L1 y LAG-3

v Menor frecuencia de células Treg CCR5" en bazo y GLp; y menor frecuencia de

células Treg CXCR3".
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Il. Estudio de la funcionalidad y activacion in vitro de células T

regulatorias

Analisis de la funcionalidad in vitro de células Treg purificadas

Luego de haber demostrado menores cantidades de células Treg y menor
expresion de diferentes moléculas tales como CD25 y LAP-1 implicadas en mecanismos
de supresion en las células Treg de la cepa NOD, nos propusimos estudiar si existian
alteraciones en su funcionalidad. Para ello en primer lugar, se realizaron purificaciones
de LT convencionales CD4*CD25" (Tconv) y de LT CD4*CD25" (Treg) a partir de bazo,
mediante perlas magnéticas y posterior cell sorting para todas las cepas en estudio. Con
las poblaciones de Tconv y células Treg purificadas de cada cepa se realizaron cultivos
celulares mezclando diferentes proporciones de linfocitos Tconv y células Treg. Los
linfocitos Tconv fueron marcados previamente con CFSE segun se describe en materiales
y métodos, y se analiz6 la capacidad de las células Treg de suprimir in vitro la
proliferacion de LTconv. Como se muestra en la Figura 17, a pesar de que las células

Treg de todas las cepas fueron capaces de suprimir la proliferacion de LTconv, las células
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Figura 17: Inhibicién de la proliferacién in vitro de LT CD4*CD25 por Treg esplénicas de
las tres cepas en estudio. LTconv (CD4*CD25Y) y células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de
ratones NOD, B6 y BALBI/c, se marcaron con CFSE y se co-cultivaron en diferentes relaciones con células
Treg, en presencia de anti-CD3 y anti-CD28. Luego de cuatro dias, se analiz6 mediante citometria de flujo
la dilucién del colorante en los LTconv (CD4*) A). Histogramas de citometria de flujo que indican el nivel
de expresion de CSFE (dilucion del colorante) en células CD4* luego de cuatro dias de cultivo. El
histograma en gris (1) corresponde al control negativo de proliferacion de Tconv sin células Treg (sin
estimular), en verde (2) Tconv estimuladas y en celeste (3) Tconv estimuladas en presencia de células Treg
en una relacion 1:1. Los picos representan rondas de division celular. B). Grafico que muestra el porcentaje
de supresion de la proliferacion de Tconv para las distintas relaciones Tconv: Treg probadas. Para purificar
cada poblacion celular se partioé de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos para cada relacion
corresponden a la media + SEM obtenida de al menos 3 experimentos independientes con resultados muy
similares. Los valores p fueron calculados utilizando el test ANOVA de dos vias y posterior comparacion
multiple de Tukey. Valores de *** p< 0,001; **** p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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Treg de ratones NOD mostraron menor capacidad supresora cuando se comparo6 con las
demas cepas (Figura 17A). El porcentaje de supresion de la proliferacion de Tconv fue
significativamente mayor para todas las relaciones ensayadas en cultivos de la cepa
BALB/c (Figura 17B). Por el contrario, en la cepa B6 se observo supresion a partir de
una relacion 4:1, mientras que las células Treg de la cepa NOD sélo mostraron capacidad
de suprimir la proliferacion de Tconv en las relaciones 1:1 y 2:1. Estos resultados
demuestran, por lo tanto, una menor capacidad de suprimir la proliferacion de Tconv de

las células Treg de la cepa NOD.

Analisis comparativo de la activacién in vitro de células Treg purificadas de las cepas
NOD, B6 y BALB/c

A continuacion, analizamos la capacidad de activacion de células Treg de las
cepas en estudio mediante la evaluacion de la expresion de Foxp3 y CD25 por citometria
de flujo. Para ello se realizaron purificaciones de células CD4*CD25" esplénicas
nuevamente mediante enriquecimiento con perlas magnéticas y posterior purificacién por
cell sorting. Las células asi purificadas en el punto de partida mostraron un porcentaje de
expresion de Foxp3™ >97%. Las células Treg purificadas fueron incubadas con
anticuerpos anti-CD3/CD28 en presencia 0 no de IL-2 recombinante (IL-2r) por 72 horas,

luego de las cuales se analizé la frecuencia de células Foxp3*CD25" y la expresion de
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Figura 18: Activacion via TCR+IL-2r de Treg purificadas de las tres cepas bajo estudio.
Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y se cultivaron en
presencia de anti-CD3/CD28 con el agregado o no de 200 Ul/mL de IL-2 recombinante (IL-2r). Luego de
3 dias, se analiz6 mediante citometria de flujo el porcentaje células Foxp3* A). Graficos de contorno de
citometria de flujo representativos que indican la frecuencia de células Treg (CD4"Foxp3*CD25") luego
del cultivo por 3 dias con anticuerpos anti CD3/CD28 en presencia o no de rIL-2. B). Gréfico de barras que
muestra el porcentaje de células CD4*Foxp3*CD25" en cultivos de las 3 cepas y en las condiciones
indicadas. Para purificar la poblacion celular se partié de un conjunto de 12 animales por cepa. En el grafico
se incluye la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes representativos. Valores de *p<
0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.

44



Resultados 11

diferentes marcadores en las células Treg activadas in vitro. Como se puede observar en
la Figura 18 el porcentaje de células Foxp3*CD25" luego de 3 dias de cultivo sin el
agregado de IL-2r fue significativamente menor en la cepa NOD, mientras que para las
células Treg que fueron cultivadas en presencia de anti CD3/CD28+ IL-2r se observaron
valores mayores de células Foxp3* CD25" para todas las cepas (Figura 18 A-B). Luego
de estimular in vitro durante 3 dias las células Treg de la cepa NOD atin en presencia de
IL-2r, se observd un porcentaje significativamente menor de células Foxp3"CD25",
sugiriendo que células Treg de la cepa NOD responden menos al estimulo de un
importante factor de crecimiento y sobrevida como lo es IL-2. Ademas, el nivel de
expresion de Foxp3 y CD25 en las células Treg estimuladas in vitro fue significativamente
menor en la cepa NOD (Figura 19 A-B), indicando que ademas de expresar menores
niveles de estos marcadores en condiciones basales, luego de ser estimuladas in vitro via
TCR en presencia de IL2r, las células Treg de ratones NOD incrementan la expresion de
CD25 y Foxp3, pero con valores menores a los observados en las otras cepas (Figura

19B).
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Figura 19: Nivel de expresion de Foxp3 y CD25 luego de la activacion via TCR+IL-2 de
células Treg purificadas de las tres cepas bajo estudio. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de
bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y se cultivaron en presencia de anti-CD3/CD28 con el agregado o no
de 200 UI/mL de IL-2r. Luego de 3 dias, se analiz6 mediante citometria de flujo el nivel de expresién de
Foxp3 y CD25 en células CD4*Foxp3*A). Histogramas de citometria de flujo representativos que muestran
la expresion de Foxp3 y CD25 en Treg esplénicas purificadas (CD4*CD25") de las cepas NOD, B6 y
BALBI/c luego del estimulo antes indicado. B). Graficos de barras que muestran los valores de MFI de
Foxp3 y CD25 para cada cepa en Treg tras el estimulo antes indicado. Para purificar la poblacién celular
se partié de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media + SEM de al menos 3
experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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La expresion de marcadores fenotipicos también fue analizada en células Treg de
las tres cepas luego del estimulo in vitro de anti-CD3/CD28 + IL-2r (Figura 20). Los
resultados obtenidos siguieron la tendencia vista en células Treg sin estimular
(condiciones basales), observandose una expresion significativamente menor de GIRT,
LAP-1, CD39, LAG-3 y PD-1 en células Treg activadas de la cepa NOD; mientras que
bajos niveles de expresion de CTLA-4 se observaron en Treg activadas de todas las cepas
(Figura 20A). Es importante notar que tanto para la cepa NOD como para la cepa B6, se
observd mayor expresion de TIM-3 comparado a la cepa BALB/c, una molécula
inhibitoria que participa en el control de procesos inmunes donde predominan respuestas
de tipo Thl (14). Ademas, la expresion de la ectoenzima CD73, al igual que en

condiciones basales, fue mayor para la cepa B6 con respecto al resto de las cepas. De un
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Figura 20: Expresion de marcadores fenotipicos de una célula T regulatoria luego de la activacion
in vitro con anti CD3/CD28 + IL-2r. Células Treg purificadas (CD4*Foxp3*) de bazo de las tres cepas y
estimuladas con 200 Ul/mL de IL-2r durante 72 horas. A) Gréafico de barras que muestran los valores de
MFI en Treg Foxp3* para las distintas moléculas inhibitorias analizadas. (B) Veces de incremento de
valores de MFI en Treg estimuladas relativo a valores presentes en Treg no estimuladas en estado basal.
Para purificar la poblacion celular se partio de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden
a la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p<
0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.
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analisis global de las células Treg estimuladas in vitro de las tres cepas se puede concluir
que, células Treg de la cepa NOD exhiben menores niveles de expresion para la mayoria
de los marcadores analizados, todos ellos involucrados en la funcionalidad de una célula
Treg. (Figura 20A). Un analisis de las veces de incremento de la expresién (MFI) para
estos marcadores en células Treg estimuladas respecto a células Treg en estado basal
también fue realizado. Observamos 2 veces de incremento en la expresion de CD25 para
ratones NOD y B6, mientras que este valor fue mayor para células Treg de la cepa
BALBI/c (Figura 20 B). El nivel de expresion de GIRT no mostré mayores cambios entre
células Treg estimuladas y no estimuladas, aunque nuevamente el incremento fue menor
en la cepa NOD. La expresion de LAP-1 increment0 2 veces en células Treg estimuladas
de la cepa NOD y BALBI/c, observandose un aumento de 4 veces para la cepa B6. La
expresion de CD73 mostr6 un aumento de dos veces en las células Treg estimuladas de
las 3 cepas, mientras que la expresion de CD39 mostrd un incremento de 6, 7 y 9 veces
en células Treg estimuladas de las cepas NOD, BALB/c y B6, respectivamente (Figura
20B). Con relacion a la expresion de PD1 y PD-L1 se observaron incrementos mayores
en células Treg estimuladas de las cepas B6 y BALB/c respecto a la cepa NOD.
Finalmente, el nivel de expresion de LAG-3 incremento en las células Treg estimuladas
de las 3 cepas, observandose mayores valores en células Treg de la cepa BALB/c. Estos
resultados en conjunto muestran que luego de activar las células Treg en presencia de IL-
2, las células Treg de ratones NOD no logran aumentar CD25 ni otras moléculas

involucradas en mecanismos efectores en la misma magnitud que las demés cepas.

Evaluacién del rol de IL-2 en la expresion de Foxp3 en células Treg purificadas de
ratones NOD, B6 y BALB/c

Para profundizar en el hallazgo de la menor frecuencia de células
CD4*Foxp3"CD25" encontrada luego de la activacion in vitro en la cepa NOD vy teniendo
en cuenta que IL-2 es un importante factor de crecimiento que activa la proliferacion de
una célula Treg, analizamos ademas la capacidad proliferativa de las células Treg
purificadas luego de ser estimuladas in vitro con anti CD3/CD28 + IL2r por citometria de
flujo. Para ello utilizamos como marcador de proliferacion celular la expresion de la
proteina nuclear Ki67. Como se puede observar en la Figura 21A 'y 21B, las células Treg
de ratones NOD mostraron menor capacidad proliferativa que el resto de las cepas tras el

estimulo adn en presencia de IL-2r, lo cual fue evidenciado por una menor proporcion de
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linfocitos CD4"Foxp3*Ki67". La disminucion de la capacidad proliferativa en células
Treg de la cepa NOD fue aun mas pronunciada cuando IL-2r no estaba presente en el
medio (Figura 21B). Mientras que células Treg de ratones de la cepa BALB/c mostraban
mayor proliferacion, células Treg purificadas de la cepa B6 mostraron proliferacion
intermedia con respecto a las demas cepas en estudio. Ademas, las células Treg
purificadas de la cepa NOD Yy activadas en presencia de IL-2r mostraron menor nivel de

expresion de Ki67 en células CD4"Foxp3™, sugiriendo que las células Treg de ratones
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Figura 21: Capacidad proliferativa de Treg purificadas de las tres cepas en estudio luego del
estimulo via TCR+IL-2. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y
BALBI/c y se cultivaron en presencia de anti-CD3/CD28 con el agregado o no de 200 Ul/mL de IL-2r.
Luego de 3 dias, se analizd mediante citometria de flujo la capacidad proliferativa de las Treg a través de
la expresion de la molécula Ki67. A). Graficos de puntos de citometria de flujo representativos que
muestran los valores de frecuencia de células Treg Foxp3*Ki67* luego del cultivo durante 3 dias con
anticuerpos anti CD3/CD28 + IL2r para las cepas NOD, B6 y BALB/c. El andlisis es representativo de al
menos 3 experimentos independientes con resultados similares. B). Gréafico de barras que muestra el
porcentaje de células Foxp3*Ki67* en cultivos de las tres cepas y en las condiciones indicadas. C).
Histograma representativo de la expresion de Ki67 en linfocitos CD4"Foxp3* activados. D). Gréafico de
barras de valores de MFI para Ki67 en Treg tras la activacion para cada cepa. Para purificar la poblacion
celular se partié de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media = SEM de al
menos 3 experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p<
0,001 fueron considerados estadisticamente significativos.
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NOD proliferan menos frente al estimulo (Figura 21C y 21D). A continuacion,
analizamos la expresion de Foxp3 en cultivos similares en los que agregamos dosis
crecientes de IL-2r. En la Figura 22 se muestra como varia la expresion de Foxp3 (en
términos de intensidad de fluorescencia media) para cada cepa en células Treg purificadas
luego de ser estimuladas con diferentes dosis de IL-2r. Como se puede observar, a
mayores concentraciones de IL-2 en el medio, aumenta la expresion de Foxp3 en células
Treg de todas las cepas de manera dosis dependiente (Figura 22 A-B). Sin embargo, en
comparacion con las otras cepas, células Treg de ratones NOD mostraron un nivel de
expresion de Foxp3 significativamente menor (Figura 22B). Es importante destacar que

a pesar de que el aumento de expresion de Foxp3 no alcance los niveles observados en
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Figura 22: Expresion de Foxp3 en Treg purificadas de las tres cepas luego del estimulo via
TCR en presencia de diferentes dosis de IL-2. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de
ratones NOD, B6 y BALB/c y se cultivaron en presencia de anti-CD3/CD28 con el agregado de distintas
dosis de IL-2r. Luego de 3 dias, se analizé mediante citometria de flujo el nivel de expresion de Foxp3. A).
Histogramas de citometria de flujo representativos del nivel de expresion de Foxp3 en Treg purificadas
estimuladas en presencia de diferentes dosis de IL-2r (0, 50 y 200 Ul/ml). El andlisis es representativo de
al menos 3 experimentos independientes con resultados muy similares. B). Grafico que muestra valores de
MFI para Foxp3 en Treg purificadas de las tres cepas y estimuladas con diferentes dosis de IL2. C). Gréafico
de barras que indica los valores de frecuencia de células Treg CD4*Foxp3*Ki67* para cada cepa tras el
estimulo con dosis crecientes de IL-2r. Para purificar la poblacion celular se partié de un conjunto de 12
animales por cepa. Los datos mostrados corresponden a la media + SEM de al menos 3 experimentos
independientes con resultados similares. Los valores p fueron calculados utilizando el test ANOVA de dos
vias y posterior comparacién multiple de Tukey. Valores de **p< 0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001 fueron
considerados estadisticamente significativos.

49



Resultados 11

células Treg de las demas cepas, parece ser imprescindible que haya IL-2 presente para
células Treg de la cepa NOD, ya que al comparar el nivel inicial de expresion del que se
parte entre cepas, el agregado de s6lo 50 UI/mL al medio modifica de manera importante
la expresion de este factor en células Treg de la cepa NOD (Figura 22B). La proliferacion
de células Treg también se vio aumentada con el agregado de diferentes dosis de IL-2r,
evidenciado por el aumento de la proporcion de células CD4* Foxp3*Ki67* en todas las
cepas bajo estudio (Figura 22C), aunque nuevamente, ratones de la cepa NOD mostraron
menor frecuencia de células CD4*Foxp3*Ki67" (<60%) con respecto al resto de las cepas.
En conclusion, tras el agregado de I1L-2r, células Treg de la cepa NOD responden siempre

con una menor respuesta proliferativa y menor expresion de Foxp3 para las dosis usadas.

Un hallazgo interesante fue la aparicion de células que ya no expresaban Foxp3
(“Ex-Treg”) a los 3 dias de cultivo. Como se puede observar en la Figura 23, luego de
realizar la purificacién correspondiente para cada cepa, las células Treg obtenidas
mostraron valores mayores al 97% para Foxp3 para la cepa NOD, B6 y BALB/c (Figura
23Ay 23B). Luego de 3 dias de cultivo sin la presencia de IL-2r en el medio, el porcentaje
de células CD4*Foxp3* disminuy6 significativamente para todas las cepas respecto del
dia 0, aunque para la cepa NOD ese porcentaje fue aun mucho menor con respecto a lo
hallado para la cepa B6 (53%) y BALB/c (66,4%). Ademas, células Treg de la cepa NOD
gue aun continuaban expresando Foxp3 cultivadas en esas condiciones, mostraron una
disminucion significativa de la expresion de este factor de transcripcion con respecto al
valor expresado al dia cero (Figura 23C). En el caso de células Treg de las cepas B6 y
BALB/c luego del cultivo por tres dias en ausencia de IL2, lograron mantener los niveles
de expresion de Foxp3 (Figura 23 C). De manera interesante, las células Treg de la cepa
BALB/c cultivadas en presencia de IL-2r luego de 3 dias mantuvieron altos porcentajes
de células Foxp3* (Figura 23B) y mostraron un aumento significativo del nivel de
expresion para este factor de transcripcion con respecto a las demas cepas (Figura 23C) e
incluso con respecto al dia inicial (Dia 0 post- sorting). Sin embargo, ratones NOD y B6
disminuyeron el porcentaje de células que expresaban Foxp3 de manera significativa
luego del cultivo con IL-2r (74,6% Yy 65,9%, respectivamente) con un aumento de la
expresion de Foxp3 con respecto al dia 0, aunque menor a los valores hallados para la
cepa BALB/c. En conjunto, estos resultados demuestran que luego de ser estimuladas in
vitro, una fraccion de células Treg deja de expresar Foxp3 en cultivo, siendo esa fraccion

mayor para la cepa NOD. Ademas, nuestros resultados sugieren que el agregado de IL-2r
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parece ser esencial para mantener una expresion estable de Foxp3, especialmente en la
cepa NOD.

A partir de los datos analizados hasta aqui surgieron varias cuestiones a responder,
y de ellas la mas importante fue entender a qué se debia la marcada disminucién de células

que expresaban Foxp3 en células Treg purificadas de la cepa NOD en comparacién a las
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Figura 23: Pérdida de células Foxp3* en cultivos estimulados via TCR en presencia o ausencia
de IL-2. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y se cultivaron
en presencia de anti-CD3/CD28+ 200 Ul/mL de IL-2 recombinante (IL-2r). Luego de 3 dias, se analiz6
mediante citometria de flujo la frecuencia de células CD4*Foxp3*y el nivel de expresién de Foxp3. A).
Gréficos de contorno de citometria de flujo que muestra los valores de frecuencia de células CD4*Foxp3*
en el dia 0 y en el dia 3 luego del cultivo en presencia o ausencia de IL-2r. A la derecha de la figura se
observan histogramas de citometria de flujo representativos que muestran el nivel de expresion de Foxp3
para cada condicion y dia de cultivo de las 3 cepas. El analisis es representativo de al menos 3 experimentos
independientes con resultados similares. B-C). Gréficos de barras que muestran los valores de frecuencia
de células CD4*Foxp3* (B) y la intensidad de fluorescencia media (MFI) para Foxp3 (C) para las 3 cepas
y en las condiciones indicadas. Para purificar la poblacién celular se partié de un conjunto de 12 animales
por cepa. Los datos corresponden a la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes con
resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001 fueron considerados
estadisticamente significativos.

D3 (post cultivo)
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demas cepas luego de estimularlas in vitro incluso en presencia de la citoquina IL-2. Para
ello, lo siguiente fue determinar si la pérdida de células Foxp3* en los cultivos estaba
relacionada con la muerte celular o apoptosis. En la Figura 24 se muestra el analisis de la
expresion de la proteina Bcl-2 (proteina anti- apoptética) en células Treg purificadas y
estimuladas in vitro en presencia o no de IL-2r. Como se puede observar, células Treg de
las tres cepas inmediatamente luego de ser purificadas (dia 0 post-sorting) mostraron
expresion, practicamente en su totalidad, de la proteina anti-apoptotica Bcl-2 (>90% de
células CD4"Foxp3*Bcl-2") (Figura 24 A'y 24B). Tras el estimulo con anti- CD3/CD28
luego de 3 dias de cultivo, se observé menor frecuencia de células CD4*Foxp3*Bcl-2*
para todas las cepas, aunque células Treg de ratones NOD mostraron valores
significativamente menores que las demas cepas. Por otra parte, luego de ser estimuladas
por 3 dias en presencia de IL-2r casi la totalidad de las células Treg fueron Bcl-2+ para
las 3 cepas en estudio sugiriendo que la pérdida de expresion de Foxp3 en células Treg
de la cepa NOD estimuladas via TCR se deberia a que estan sufriendo procesos de muerte
celular, pero no asi en presencia de IL-2r. Estos resultados demuestran por lo tanto una
fuerte dependencia de IL-2 en células Treg de todas las cepas, efecto que parece ser mayor

en células Treg de la cepa NOD.
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Figura 24: Expresion de Bcl-2 en células T regulatorias purificadas a partir de bazo de las
tres cepas tras el estimulo via TCR en presencia o no de IL-2r. Células Treg (CD4*CD25") se
purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y se cultivaron en presencia de anti-CD3/CD28 con el
agregado de 200 Ul/mL de IL-2r. Luego de 3 dias, se analiz6 mediante citometria de flujo la expresion de
Bcl-2 en Treg CD4*Foxp3* luego de excluir del analisis las células muertas mediante el uso de una sonda
de viabilidad para células fijadas (LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead cell stain Kit). A). Graficos de contorno
de citometria de flujo representativos que muestra la frecuencia de células CD4*Foxp3*Bcl-2* luego del
cultivo de tres dias. El analisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados
similares. B). Gréfico de barras que muestra el porcentaje de células Foxp3*Bcl-2* en cultivos de las tres
cepas y en las condiciones indicadas. En el gréfico se incluye la frecuencia de células Treg CD4*Foxp3*Bcl-
2" obtenidas luego de la purificacion (Dia 0 post-sorting). Para purificar la poblacion celular se partié de
un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media £ SEM de al menos 3 experimentos
independientes con resultados similares. Valores de ***p< 0,001; ****p< 0,0001 fueron considerados
estadisticamente significativos.
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En resumen, el andlisis de la funcionalidad y de la activacion in vitro de células
Treg purificadas de las tres cepas nos permite concluir que células Treg de ratones de la

cepa NOD tienen:

v Menor capacidad para suprimir la proliferacion de LT CD4 convencionales, es decir,
son células Treg menos funcionales.

v Menor nivel de activacion al ser estimuladas in vitro con anti CD3/CD28+IL2r
(menor expresion de las moléculas Foxp3, CD25, GIRT, LAP-1, CD39, PD1y LAG-
3).

v Menor capacidad proliferativa al ser estimuladas in vitro con anti CD3/CD28 con 0

sin IL-2r presente en el medio.

v" Aumento de expresion de Foxp3 y proliferacion de manera dosis dependiente frente
al agregado de IL-2r, aunque en comparacién con otras cepas, las células Treg de la
cepa NOD poseen menor nivel de expresion de Foxp3 y menor proliferacion al ser
estimuladas in vitro con anti-CD3/CD28 para todas las concentraciones de IL-2r
evaluadas.

v Mayor dependencia de IL-2 para sostener la expresion de Foxp3 y la viabilidad

celular.
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1.  Regulacion de la expresion de Foxp3 en células T regulatorias

activadas in vitro

Estudio del rol de la sefializacion de IL-2 y su receptor en células Treg de ratones
NOD, B6 y BALB/c

Datos bibliograficos indican que la via de sefializacion de IL-2/R-IL-2/JAK1-
3/STATS esta involucrada en la iniciacion y el mantenimiento de la expresion de Foxp3
en células Treg (9)(Figura 3). Se sabe que IL-2 puede afectar la regulacién de Foxp3 a
través de la union de STATS fosforilado (pSTATS) al sitio promotor de Foxp3 y a la
region CNS2, proceso indispensable para la estabilidad de esta poblacion celular (9). Se
conoce ademas que las células Treg utilizan la via de sefializacion IL-2 mas
eficientemente que las células Tconv y que ratones deficientes en la via de sefializacion
de IL-2 presentan una profunda disminucion en tTregy pTreg (9). Con estos antecedentes
quisimos investigar si las células Treg de ratones NOD tenian alteraciones en esta via
analizando la capacidad de inducir STAT5p luego de la activacion in vitro con IL-2r.
Como se puede observar en la Figura 25 a los 30 min del agregado de una dosis elevada
de IL-2 (200 Ul/mL), las células Treg de ratones NOD mostraron menor proporcion de
células CD4"Foxp3*pSTATS5" en comparacién con células Treg de las otras cepas (Figura
25A). Un andlisis de la cinética de células CD4"Foxp3"pSTAT5" luego del estimulo
mostré que la mayor frecuencia de células CD4*Foxp3*pSTAT5" se observaba a los 30
min post estimulo, con una caida y valores similares a la condicion basal (sin IL-2) a los
60 minutos (Figura 25B). Al realizar un analisis comparativo, observamos que células
Treg de ratones NOD mostraron menor frecuencia de células CD4"Foxp3'pSTATS"
luego de 30 min de estimulo con IL-2. El nivel de expresion de pSTAT5 (MFI) en células
Treg purificadas de las 3 cepas a distintos tiempos post estimulo mostré un
comportamiento similar a lo hallado para la frecuencia de células CD4"Foxp3"pSTAT5"
(Figura 26A'y 26B). A los 30 min se observd el pico méximo de induccion de pSTATS5 y
una pendiente de caida similar entre las cepas a los 60 min post estimulo con IL-2r siendo
para todos los tiempos ensayados significativamente menor el nivel de expresiéon de
PSTATS5 en células Treg de la cepa NOD comparado a las demas cepas. La induccion de
pSTATS fue evaluada también en Tconv purificadas (Figura 26C y 26D) y para las
condiciones ensayadas no se observaron diferencias entre la condicion basal (sin IL-2r) y
la condicion estimulada, en concordancia con lo descripto en bibliografia.
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Figura 25: Induccion y degradacion de pSTATS luego del agregado de IL-2r en Treg purificadas
de las 3 cepas. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y se
estimularon o no con 200 UI/mL de IL-2r a distintos tiempos (0, 15, 30 y 60 min). Pasado el tiempo
correspondiente se evalué por citometria de flujo la fosforilacién de STATS. Las células muertas fueron
excluidas del andlisis. A). Gréaficos de contorno de citometria de flujo que representan la frecuencia de células
Treg CD4*Foxp3*pSTATS* para cada cepa luego de 30 minutos de estimulo con IL-2r. A la izquierda del panel
se muestra el control FMO correspondiente al marcador en estudio. El andlisis es representativo de al menos 3
experimentos independientes con resultados similares. B). Gréfico que muestra el porcentaje de células
CD4*Foxp3*" pSTATS" para los distintos tiempos evaluados post estimulo con (linea completa) o sin (linea
punteada) IL-2r para cada cepa en estudio. Para purificar la poblacion celular se partié de un conjunto de 12
animales por cepa. Los datos corresponden a la media de al menos 3 experimentos independientes con
resultados similares. Los valores p fueron calculados utilizando el test ANOVA de dos vias y posterior
comparacién mualtiple de Tukey Valores de ****p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.

Como se menciond previamente la via de sefializacion de IL-2 tiene una
regulacion compleja en la que participan diferentes factores como SOCS3 (regulador
negativo de pJAK1) (Figura 4). Con el fin de profundizar el estudio de la via de
sefializacion de 1L-2, la expresion de este regulador fue evaluada a nivel de ARNm por
PCR en tiempo real normalizado a un gen enddgeno en condiciones basales en células
Treg purificadas de bazo. También analizamos la expresion ARNm de la UbL E3 GRAIL
y su regulador OTUB-1 en células Treg purificadas sin estimulo (Figura 27A). De manera
interesante se encontro alta expresion de SOCS3 y OTUB-1 en células Treg purificadas

de la cepa NOD, mientras que para GRAIL se observd menor expresion en células Treg
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Figura 26: Evolucién de la fosforilacion pSTATS en el tiempo en Treg y Tconv purificadas
luego del agregado de IL-2r en las 3 cepas bajo estudio. Células Treg (CD4*CD25") y Tconv
(CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y se estimularon o no con 200 Ul/mL
de IL-2r a distintos tiempos (0, 15, 30 y 60 min). Pasado el tiempo correspondiente se evalué la expresion
de pSTATS5 por citometria de flujo. Las células muertas fueron excluidas del analisis. En la figura se muestra
a la izquierda, histogramas de citometria de flujo que muestran el nivel de expresion de pSTATS en Treg
(A) y Tconv (C) purificadas a los tiempos evaluados post agregado de IL-2r para cada cepa en estudio. A
la derecha de la figura se muestran graficos que muestra la variacion de MFI de pSTAT?5 en el tiempo en
Treg (B) y Tconv (D) luego del estimulo con (lineas completas) o sin (lineas punteadas) IL-2r. El anélisis
es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. Para purificar cada
poblacién celular se partié de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media de
al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. Los valores p fueron calculados
utilizando el test ANOVA de dos vias y posterior comparacién multiple de Tukey. Valores de *p< 0,05;
**p< 0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.

de las cepas NOD y B6 con respecto a la cepa BALB/c (Figura 27A). La expresion de
GRAIL y OTUB-1 también fue analizada a nivel proteina en células Treg sin estimular
(Figura 27B y 27C). Como control positivo se utiliz6 una linea celular HEK-293 (células
embrionarias de rifidn humano 293), que expresa constitutivamente GRAIL y OTUB-1,
ademas de incluir un control de isotipo para el analisis. Como se observa en la Figura 27B
y 27C, en condiciones basales existe una baja expresion de GRAIL en la cepa NOD con
respecto a las demas cepas, mientras que en el caso de OTUB-1, se observd un patron
inverso, con mayor expresion para la cepa NOD y un bajo nivel de expresion para la cepa
BALB/c (Figura 27B y 27C).
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Figura 27: Nivel de expresion de GRAIL, Otubaina-1 y SOCS3 en células Treg purificadas
sin estimular de las tres cepas bajo estudio. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones
NOD, B6 y BALB/c y la expresion de GRAIL y Otubain-1 (OTUB-1) fue evaluada mediante citometria de
flujo y PCR en tiempo real. La expresién de SOCS3 solo fue evaluada a nivel de ARNm. A). Expresién de
Socs3, OTUB-1y GRAIL en Treg purificadas de bazo de las 3 cepas. Los valores representan la expresion
relativa de Socs3 y OTUB1 en funcidn a eEF2 (control enddgeno) y de GRAIL en funcién a 18S (control
endégeno) y fueron calculados usando el método 244CT, B), Histogramas de citometria de flujo
representativos que muestran la expresion de las proteinas GRAIL y OTUB-1 en Treg purificadas sin
estimular de las tres cepas. Se incluye ademas control de isotipo y como control positivo linea celular HEK-
293. El andlisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes. C). Gréfico de barras que
muestra los valores del nivel de expresion (MFI) de GRAIL y OTUB-1 en Treg purificadas de ratones NOD,
B6 y BALB/c y sin estimular. Para purificar la poblacion celular se partié de un conjunto de 12 animales
por cepa. Los datos corresponden a la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes con
resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01 fueron considerados estadisticamente significativos.

Analizamos también la expresion de GRAIL y OTUB-1 luego de 30 minutos del
estimulo con IL-2r y evidenciamos muy baja proporcion de células Treg GRAIL" en
ratones NOD con respecto a las demas cepas, mientras que la proporcion de células Treg
OTUB-1" mostré un comportamiento inverso al hallado para GRAIL, observandose altas
proporciones de células Treg OTUB-1" para la cepa NOD y B6 con respecto a la cepa
BALB/c (Figura 28A y28B). El analisis de los niveles de expresion de estos reguladores
(MFI), arrojo datos similares a lo hallado para la frecuencia de células Treg GRAIL" y

OTUB-1", observandose menor expresion de GRAIL en células Treg estimuladas de la
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Figura 28: Frecuencia de células Treg GRAIL" y OTUB-1" tras el estimulo in vitro con IL-
2r en las tres cepas. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y
se estimularon in vitro con 200 Ul/mL de IL-2 recombinante (IL-2r) durante 30 minutos. Pasado el tiempo
se evalu6 por citometria de flujo la frecuencia de células Treg GRAIL" y OTUB-1" para cada cepa. Las
células muertas fueron excluidas del andlisis. A). Graficos de contorno de citometria de flujo
representativos que muestran los valores de frecuencia de células Treg CD4*Foxp3*GRAIL* y
CD4*Foxp3*OTUB-1" para cada cepa estudiada. A la izquierda de la figura se muestra el control de isotipo
para marcador. El analisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados
similares. B). Grafico de barras que muestran los valores en porcentaje de la frecuencia de células Treg
CD4*Foxp3*GRAIL* y CD4*Foxp3*OTUB-1" para cada cepa estudiada. Para purificar la poblacion celular
se partio de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media £ SEM de al menos 3
experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001,
****p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.

cepa NOD y B6 con respecto a la cepa BALB/c (Figura 29 A-B); mientras que la
expresion hallada para OTUB-1 fue mayor en células Treg de la cepa NOD y B6 con
respecto a la cepa BALB/c (Figura 29B). En resumen, estos datos demuestran que células
Treg de la cepa NOD no solo tienen menor expresion de pSTATS, sino también una
mayor expresion de ARNm de SOCS3 acompafiado de una alta expresion de OTUB-1
(regulador negativo de GRAIL) y una baja expresion de GRAIL con respecto a la cepa
BALB/c; que podrian dar cuenta de la alteracion de la via de sefializacion de IL-2 en esta

cepa de raton.

Estudio de la expresion de enzimas involucradas en el mantenimiento de la
hipometilacion del sitio CNS2 del gen FOXP3 en células Treg de las cepas NOD, B6 'y
BALB/C

La expresion de Foxp3 y su estabilidad son cruciales para el mantenimiento de la funcion
de células Treg (103). Como anteriormente se expuso, la region CNS2 es fundamental
para mantener una expresion sostenida de FOXP3 en tTreg luego de salir a periferia, y
por lo tanto es la region mas relevante para la estabilidad del fenotipo de una célula Treg
(9). Se ha reportado que la desmetilacion del sitio CNS2 es un proceso clave que ocurre
dentro del timo y se logra a través de un proceso de oxidacién de ADN activo que incluye
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Figura 29: Expresion de GRAIL y Otubaina-1 en Treg purificadas tras el estimulo in vitro
con IL-2r en las tres cepas en estudio. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones
NOD, B6 y BALB/cy se estimularon in vitro con 200 Ul/mL de IL-2r durante 30 minutos. Pasado el tiempo
se evalu6 por citometria de flujo la expresion de GRAIL y Otubain-1 (OTUB-1). A). Histogramas de
citometria de flujo representativos que muestran la expresion de GRAIL y OTUB-1 en Treg purificadas de
las 3 cepas tras el estimulo con IL-2r por 30 min. Se incluye ademas control de isotipo y como control
positivo la linea celular HEK-293. El analisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes.
B). Gréafico de barras que muestra los valores del nivel de expresion (MFI) de GRAIL y OTUB-1 en Treg
purificadas de ratones NOD, B6 y BALB/c luego del estimulo con IL-2r. Para purificar la poblacién celular
se partié de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media + SEM de al menos
3 experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001;
****p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.

a la familia de las enzimas translocacion diez-once (TET). Mientras que las enzimas TET
favorecen el mantenimiento de la hipometilacion, la enzima metiltransferasa DNA 1
(DNMT1), promueve eventos de metilaciéon en CNS2 y contrarresta la programacion
epigenética responsable de la actividad de tTreg (9). Nos propusimos entonces investigar
la expresion de las enzimas TET y DNMTL, en células Treg purificadas de las 3 cepas.
Para ello, células Treg CD4*CD25" fueron purificadas de bazo de las tres cepas bajo
estudio por métodos ya descriptos, obteniendo una pureza >97% para esta poblacion. El
ARN fue extraido como se describe en la seccion de materiales y métodos; y mediante
PCR en tiempo real se determiné la expresion de las enzimas Tetl, Tet2, Tet3 y DNMT1
normalizadas a un gen enddgeno (eEF2). La expresion hallada para cada enzima se
muestra en la Figura 30. Tetl y Tet3 solo fue detectada en células Treg de la cepa B6 por
el método utilizado, mientras que Tet2 mostrd una baja expresion en células Treg de la
cepa NOD con respecto a las demas cepas. Para el caso de la enzima DNMTL1 no se
hallaron niveles detectables de ARNm para ninguna de las cepas por el método usado. La
baja expresion de Tet2 y la ausencia de expresion de Tetl y Tet3 en células Treg de
ratones NOD podria sugerir un pobre estado de hipometilacion del sitio CNS2, que podria
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Figura 30: Expresion de enzimas Tetl Tet2, Tet3, y DNMTL en Treg purificadas de la cepa
NOD, B6 y BALB/C. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c
y la expresion de Tetl Tet2, Tet3, y DNMT1 fue evaluada mediante PCR en tiempo real. En la figura se
muestra grafico de barras con valores que representan la expresion relativa de Tetl Tet2, Tet3, y DNMT1
en funcion a eEF2 (control enddgeno) y fueron calculados usando el método 244€T, Para purificar la
poblacion celular se partié de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media =
SEM de 3 experimentos independientes. Valores de *p< 0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos. ND: No detectable.

estar relacionado con la baja expresion de Foxp3 en condiciones basales y la inestabilidad

para mantener la expresion de Foxp3 luego de ser estimuladas in vitro en esta cepa.

Inestabilidad de células T regulatorias

Los resultados presentados hasta aqui indican que ratones de la cepa NOD
presentan células Treg con alteraciones en mas de una via involucrada en el
mantenimiento de la expresion de Foxp3, evento indispensable para la estabilidad de esta
poblacion. Datos bibliograficos recientes demuestran que, en condiciones homeostaticas,
una pequefia proporcion de células Treg pierde la expresion de Foxp3 y adquiere un
fenotipo de memoria/efectora con diferentes niveles de expresion de citoquinas
proinflamatorias tales como IFN-y e 1L-17 (4,9). Debido a que en nuestros ensayos
hallamos una importante fraccion de células que perdian la expresion de Foxp3 luego de
tres dias de cultivo en presencia de IL-2r (Figura 23), lo siguiente fue determinar si
aquellas células que ya no expresaban Foxp3 (ex-Treg) estaban produciendo citoquinas
de tipo inflamatorio. En experimentos donde células Treg CD4*CD25" (>97% Foxp3™)
purificadas de bazo de ratones de todas las cepas fueron estimuladas por tres dias con

anticuerpos anti-CD3/CD28 e IL-2r, se determind mediante citometria de flujo
intracelular si aquellas células tanto Foxp3™ como Foxp3* estaban produciendo citoquinas

de tipo proinflamatorias como IFN-y ¢ IL-17 (Figura 31). Luego de 3 dias de cultivo en
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presencia de IL-2r, ratones de la cepa NOD mostraron un perfil mixto de células
CD4*Foxp3™ productoras de citoquinas IFN-y e IL-17, siendo la proporcion de estas
significativamente mayor (~3%) que para las demas cepas. De manera interesante, un
porcentaje significativo de células Treg incubadas en las mismas condiciones y que adn
expresaban Foxp3, también producian citoquinas proinflamatorias, observandose un
porcentaje de células CD4"Foxp3*IFN-y* significativamente mayor en ratones NOD

comparado a las demas cepas (Figura 31). En resumen, estos resultados sugieren que
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Figura 31: Produccion de IFN-y e IL-17 por células CD4+Foxp3- (Ex-Treg) luego de tres dias
de estimulo in vitro con anti-CD3/CD28 e IL-2r. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de
ratones NOD, B6 y BALB/c y fueron estimuladas in vitro con anti-CD3/CD28 en presencia de 200 Ul/mL
de IL-2r durante tres dias. Pasado el tiempo de incubacion se determind el porcentaje de células productoras
de IFN-y e IL-17 mediante citometria de flujo intracelular. Células muertas fueron excluidas del analisis
A). Gréficos de densidad de citometria de flujo representativos que muestran los valores de la frecuencia
de células ex-Treg (CD4*Foxp3) y Treg (CD4*Foxp3*) IFN-y* e IL-17 * para cada cepa luego de tres dias
de estimulo con IL-2r. El analisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con
resultados similares. B). Graficos de barras que muestra el porcentaje de células ex-Treg (CD4*Foxp3?) y
Treg (CD4*Foxp3*) IFN-y* e IL-17* para cada cepa en estudio luego del estimulo con IL-2r. Para purificar
la poblacién celular se partié de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos mostrados corresponden a
la media £ SEM de 3 experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p<
0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos
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células Treg de ratones de la cepa NOD no solo pierden expresion de Foxp3, sino que

ademas se convierten en células productoras de citoquinas proinflamatorias.

Estudio de la expresion de proteinas relacionadas a procesos de ubicuitinacion y
desubicuitinacién en células Treg de las cepas NOD, B6 y BALB/C

Reportes recientes han demostrado que Foxp3 puede sufrir modificaciones post-
traduccionales tales como la ubicuitinacién, proceso en el que Foxp3 sufre degradacion
proteosomall, afectando su expresién y la estabilidad del fenotipo células Treg y que
ademas podria estar involucrada en la generacion de las células ex-Foxp3 (3, 8). En este
sentido se ha demostrado que bajo estimulos inflamatorios la expresion de la UbL E3
STUB-1 se incrementa, resultando en la poli-ubicuitinacion de Foxp3 y la pérdida de
proteina dependiente del proteosoma. Este proceso es reversible y puede ser
contrarrestado por la accion de una enzima DUB que preserva los niveles de Foxp3 y es
conocida como USP7 (8). Bajo condiciones inflamatorias USP7 es regulada
negativamente en las células Treg, lo cual facilita la degradacion de Foxp3 e inhibicion
de su funcion supresora. Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, el siguiente
objetivo fue determinar que ocurria con la expresion de STUB-1 y USP7 en células Treg
en estado basal y luego de la activacion via TCR con o sin IL-2r. En la Figura 32 se
muestra la expresion de STUB-1 y USP7 en células Treg antes y después de ser
estimuladas in vitro. La expresion de STUB-1 y USP7 en células Treg al dia inicial
(condiciones basales) mostr6 una relacion inversa entre las diferentes cepas,
observandose alta expresion para STUB-1 y casi nula expresion para USP7 en células
Treg de ratones NOD con respecto a las demas cepas (Figura 32A-B). La expresion de
estas enzimas también fue determinada a nivel de ARNm en células Treg de todas las
cepas en estado basal mediante PCR en tiempo real (Figura 32C). Una alta expresion del
ARNmM de Stubl fue detectada en células Treg de ratones NOD, mientras que bajos
niveles e indetectables fueron observados en celulas Treg de la cepa B6 y BALBI/c,
respectivamente. Altos niveles de expresion del ARNm de USP7 fueron encontrados para

todas las cepas con respecto a la expresion observada para Stubl, sin embargo, células
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Treg purificadas de la cepa BALB/c mostraron los niveles de expresion mas altos para
USP7 (Figura 32C).

Luego de tres dias de estimulo en ausencia de IL-2r, el nivel de expresion de

STUB-1 en células Treg de la cepa NOD se mantuvo con respecto al dia inicial, aunque
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Figura 32: Expresion de STUB1 y USP7 en células Treg sin estimular y luego de la
estimulacion in vitro con anti-CD3/CD28 e IL-2r. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de
ratones NOD, B6 y BALB/c y la expresion de STUB-1 y USP7 fue evaluada mediante citometria de flujo
y PCR en tiempo real. A). Histogramas de citometria de flujo representativos que muestran la expresion de
STUB-1 y USP7 en Treg purificadas de las tres cepas sin estimular (Dia 0 post-sorting) y en Treg
estimuladas con anti-CD3/CD28 en presencia 0 no de IL-2r luego de 3 dias de cultivo. Se incluye ademas
control de isotipo. El andlisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes. B). Gréafico de
barras que muestra los valores del nivel de expresion (MFI) de STUB-1 y USP7 en Treg purificadas de
ratones NOD, B6 y BALB/c para las condiciones antes indicadas. C). Expresidn de Stub-1 y USP7 en Treg
purificadas de bazo de las 3 cepas. Los valores representan la expresion relativa de Stubl y USP7 en funcion
a eEF2 (control enddgeno) y fueron calculados usando el método 2-22CT, Para purificar la poblacién celular
se partid6 de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media £ SEM de 3
experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001,
****n< 0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Figura 33: Proporcion de células T regulatorias Foxp3*STUB-1* y Foxp3*USP7* en células
Treg sin estimular y luego de la estimulacion in vitro con anti-CD3/CD28 e IL-2r. Células Treg
(CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y la frecuencia de células Treg STUB-
1" y USP7* fue evaluada mediante citometria de flujo A). Gréfico de barras que muestra los valores de
frecuencia de Treg STUB-1* de ratones NOD, B6 y BALB/c para las condiciones indicadas. B). Grafico de
barras que muestra los valores de frecuencia de Treg USP7* de ratones NOD, B6 y BALB/c para las
condiciones indicadas. Para purificar la poblacion celular se parti6 de un conjunto de 12 animales por cepa.
Los datos corresponden a la media + SEM de 3 experimentos independientes con resultados similares.
Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001 fueron considerados estadisticamente
significativos.

siempre mayor que el nivel de expresion observado para células Treg de la cepa BALBI/c.
Es importante destacar que tanto células Treg de las cepas B6 como células Treg de la
cepa BALB/c mostraron un aumento en la expresion de STUB-1 con respecto a la
expresion hallada en el dia 0, y casi nula expresion de USP7 (Figura 32B). Aquellas células
Treg que fueron estimuladas durante tres dias en presencia de IL-2r, mostraron un incremento
significativo en el nivel de expresién de STUB-1 con respecto a las demas condiciones,
pero significativamente mayor en células Treg de la cepa NOD y B6. En presencia de IL-
2r, la expresion de USP7 en células Treg de todas las cepas disminuyo con respecto al dia
inicial, aunque esta disminucién fue menor para células Treg de la cepa BALB/c. Analisis
de la frecuencia de células Treg CD4"Foxp3*STUB-1" y CD4"Foxp3"USP7* arrojaron
resultados similares. Ratones de la cepa NOD mostraron mayor proporciéon de células
Treg CD4"Foxp3*STUB-1" para todas las condiciones con respecto a ratones de la cepa
BALB/c (Figura 33A), mientras que la proporcion de células Treg CD4"Foxp3"USP7*
fue muy baja para la cepa NOD en el dia inicial y aumenté luego de 3 dias de cultivo en
presencia de IL-2 con respecto a la cepa BALB/c (Figura 33B). Se podria hipotetizar que
el aumento de USP7 en células Treg de la cepa NOD no fue suficiente para contrarrestar
la alta expresion de la enzima ubicuitinante STUB-1, y la degradacion de Foxp3. En
resumen, estos datos sugieren que células Treg de ratones NOD podrian estar sufriendo
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degradacion proteosomal de Foxp3 mediante STUB-1 con la consecuente pérdida de
expresion de este factor de transcripcion imprescindible para la estabilidad de la

poblacion.

En contraste con el rol positivo de la sefializacion de IL-2 en la estabilizacién de
la expresion de Foxp3, las citoquinas proinflamatorias IL-6 e IFN-y comprometen de
manera severa la expresion de Foxp3 incluso en presencia de cantidades dptimas de IL-2
(8). Teniendo en cuenta que bajo condiciones inflamatorias la expresién de STUB-1 es
incrementada y que USP7 es regulada negativamente (8), lo siguiente fue investigar si en
presencia de citoquinas proinflamatorias la expresion de Foxp3, STUB-1 y USP7 se veia
afectada en células Treg de todas las cepas (Figura 34A-B). Como se observa en la Figura

34 y en concordancia con reportes bibliograficos, luego del cultivo con citoquinas
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Figura 34: Estabilidad de la expresion de Foxp3 luego del agregado de citoquinas
proinflamatorias. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y BALB/c y
fueron estimuladas in vitro con anti-CD3/CD28 en presencia de IL-2, IL-6 e IFN-y recombinantes durante
tres dias. Pasado el tiempo de cultivo se determiné la frecuencia de células CD4*Foxp3* y la expresion de
Foxp3 en términos de MFI para todas las condiciones evaluadas mediante citometria de flujo intracelular.
Células muertas fueron excluidas del analisis A). Histogramas de citometria de flujo representativos que
muestran la expresion de Foxp3 para cada cepa luego de tres dias de estimulo bajo las condiciones
indicadas. Los valores en los graficos corresponden a la media de la frecuencia de células Treg
CD4"Foxp3*. El andlisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados
similares. B). Gréfico de barras que muestra el porcentaje de células Treg CD4*Foxp3* para cada cepa en
estudio y en las condiciones indicadas. C). Gréafico de barras que muestra la expresion de Foxp3 (MFI) en
Treg de las 3 cepas en estudio y en las condiciones indicadas. Para purificar la poblacién celular se partié
de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media + SEM de 3 experimentos
independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001; ****p< 0,0001
fueron considerados estadisticamente significativos.
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proinflamatorias la proporcién de células Treg Foxp3™* disminuyo significativamente para
todas las cepas. En ratones de la cepa NOD la disminucion de la proporcion de células
Treg Foxp3* fue significativa en presencia de ambas citoquinas proinflamatorias, siendo
aun mayor en cultivos donde se adiciond IFN-y con respecto a la condicion donde solo
habia IL-2 en el medio (Figura 34A 'y 34B). En ratones B6 la proporcion de células Treg
Foxp3* solo se vio disminuida en presencia de IL-6, mientras que en presencia de IFN-y
la pérdida de Foxp3 no fue significativa con respecto a células Treg cultivadas solo con

IL-2. Por altimo, en células Treg de ratones de la cepa BALB/c la proporcion de células
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Figura 35: Expresion de STUB-1 y USP7 en Treg estimuladas in vitro en presencia de
citoquinas proinflamatorias. Células Treg (CD4*CD25") se purificaron de bazo de ratones NOD, B6 y
BALB/c y fueron estimuladas in vitro con anti-CD3/CD28 en presencia de IL-2, IL-6 e IFN-y recombinantes
durante tres dias. Pasado el tiempo de cultivo se determind la expresion de STUB-1y USP7 en Treg para las
condiciones antes indicadas mediante citometria de flujo intracelular. Células muertas fueron excluidas del
analisis A). Histogramas de citometria de flujo representativos que muestran el nivel de expresidn para
STUB-1y USP7 en células Treg para cada cepa luego de tres dias de estimulo bajo las condiciones indicadas.
El anlisis es representativo de al menos 3 experimentos independientes con resultados similares. B). Gréafico
de barras que muestra el porcentaje de células Treg CD4*Foxp3*STUB-1" y CD4*Foxp3*USP7* para cada
cepa en estudio y en las condiciones indicadas. C). Grafico de barras que muestra la expresion (MFI) de
STUB-1y USP7 en Treg de las 3 cepas en estudio y en las condiciones indicadas. Para purificar la poblacion
celular se partio de un conjunto de 12 animales por cepa. Los datos corresponden a la media £ SEM de 3
experimentos independientes con resultados similares. Valores de *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001; ****p<
0,0001 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Treg Foxp3* también fue significativamente menor en presencia de I1L-6 e IFN-y con
respecto a la condicion donde las células Treg solo fueron estimuladas con IL-2r, aunque
la disminucion fue mas pronunciada en presencia de 1L-6 (Figura 34A 'y 34B). En cuanto
al nivel de expresion de Foxp3 de células Treg estimuladas en presencia de citoquinas
inflamatorias, solo se vieron cambios en la condicion donde IL-6 fue agregada,
observandose una disminucion de expresion de Foxp3 similar en todas las cepas (Figura
34C). Para investigar si la inestabilidad en la expresion de Foxp3 ademas estaba
relacionada con el incremento de la UbL E3 STUB-1 y/o disminucion de la expresion de
USP7, realizamos estimulaciones de células Treg purificadas en las condiciones in vitro
antes mencionadas y la expresion de STUB-1 y USP7 fue determinada mediante
citometria de flujo intracelular (Figura 35). La proporcion de células Treg
CD4'Foxp3"STUB-1" fue similar entre las distintas condiciones para todas las cepas,
aunque siempre menor en ratones de la cepa BALB/c. De manera interesante, la
proporcion de células Treg CD4"Foxp3*USP7* fue significativamente menor en ratones
NOD con respecto a la cepa BALB/c en las condicion donde la citoquina proinflamatoria
IL-6 fue agregada, y significativamente menor con respecto a las demas cepas en la
condicion donde se agregd IFN-y (Figura 35A y 35B). Cuando se analizo el nivel de
expresion de STUB-1 y USP7, se observo mayor expresion de STUB-1 en células Treg
de ratones NOD para todas las condiciones evaluadas; mientras que practicamente nulos
niveles de expresion de USP7 fueron encontrados en células Treg estimuladas con IL-6
de ratones NOD y B6 con respecto a la cepa BALB/c (Figura 35C). Analizando en
conjunto, estos resultados demuestran que células Treg de ratones NOD, B6 y BALB/c
son inestables en presencia de citoquinas proinflamatorias ya que una fraccion de células
deja de expresar Foxp3, y este evento no se relaciona a cambios en la expresion de STUB-
1y USP-7.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tercer y ultima parte del trabajo de
tesis nos permiten concluir que células Treg de la cepa NOD en comparacion con

células Treg de las cepas B6 y BALB/c muestran:

v Menor proporcion de células Treg Foxp3pSTAT5" luego del estimulo con IL-2.
v" Menor nivel de expresion de pSTATS5 luego del estimulo con IL-2.
v Mayor expresion de SOCS3, OTUB-1con respecto a células Treg de ratones

BALB/c y menor de GRAIL en estado basal con respecto a las demés cepas.
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v Menor expresion de GRAIL y mayor de OTUB-1 luego del estimulo via
TCR+IL-2

v Menor expresion de Tet2, enzima involucrada en la hipometilacion de CNS2.

v’ Pérdida de expresion de Foxp3 junto con facilidad para comenzar a expresar
IFN-y e IL-17.

v' Alta expresion de STUB-1 y nula expresion de USP7 en condiciones basales y
luego del estimulo via TCR+IL-2.

v" Inestabilidad en presencia de IFN-y e IL-6.

En conjunto, nuestros resultados demuestran que ratones de la cepa NOD poseen
una serie de alteraciones que los conducen a tener no solo menor nimero de Células Treg,
si no también Células Treg menos funcionales, con baja respuesta a IL-2 y una regulacién
de la via de sefializacion de IL-2/R-IL-2 disfuncional. Nuestros hallazgos demuestran que
los ratones NOD poseen células Treg inestables (aun en presencia de IL-2), y que la
pérdida de expresion de Foxp3 podria estar relacionada a alteraciones en la sefializacion
de IL-2 junto con alteraciones en la relacion de STUB-1/USP7 que conduzcan a mayor
degradacion de Foxp3 aun en condiciones no inflamatorias. Estas alteraciones en
conjunto podrian contribuir a la baja cantidad y calidad de células Treg observada en esta
cepa, lo cual podria ser una de las razones por la que los ratones NOD no logran controlar
las respuestas efectoras y como consecuencia son mas susceptibles al desarrollo de

Enfermedades Autoinmunes.
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Discusion

Durante este trabajo de tesis se realizo un estudio comparativo y exhaustivo de la
poblacion de células Treg en tres cepas de ratones con diferente susceptibilidad al
desarrollo de autoinmunidad, analizando sus principales caracteristicas fenotipicas y
funcionales en estado basal y luego de la activacion in vitro. Los resultados aqui expuestos
demuestran que las células Treg de ratones NOD no solo se encuentran en bajas
proporciones y con una baja expresion de Foxp3 en organos linfoides con respecto a las
demas cepas analizadas, sino que ademas tienen una pobre respuesta de activacion frente
a un estimulo de proliferacion importante para esta poblacién como lo es la citoquina IL-
2. Asimismo, hemos demostrado que células Treg de ratones NOD pierden estabilidad en

la expresion de Foxp3 luego de ser cultivadas in vitro.

Nuestros resultados demuestran que ratones de la cepa NOD poseen no solo menor
frecuencia y nimero absoluto de células Treg (CD4"CD25"Foxp3*) en Bazo, GLp, GLpc
y GLm con respecto a la cepa BALB/c sino también que expresan en menor medida
Foxp3. En muchos de los pardmetros analizados las mayores diferencias fueron
observadas entre células Treg de ratones NOD y BALB/c, mientras que para muchos
aspectos las células Treg de ratones NOD y B6 no mostraron diferencias importantes. Al
respecto, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por otros grupos de
investigadores en los que no encontraron diferencias en la frecuencia de células Treg entre
ratones NOD y B6 (163,169). Los resultados obtenidos en este punto también se
corresponden con reportes previos de otro grupo de investigadores en donde demuestran
que ratones de la cepa B6 poseen una proporcion y numero absoluto considerablemente
méas bajo de células Treg en drganos linfoides periféricos (bazo, ganglios linfaticos
inguinales, axilares y mesentéricos) en comparacién con la cepa de ratones BALB/c
(170,171). Por otro lado, se ha descripto que ratones NOD exhiben una disminucién del
numero de células Treg y menor nivel de expresion de Foxp3 con el avance de la edad
(172) y con el tiempo las células Tef patogénicas se vuelven resistentes a la supresion en
los islotes pancreaticos (162,173). Algunas de las discrepancias podrian ser debidas al
uso de diferentes marcadores para identificar esta poblacion, en particular porque muchos
estudios fueron realizados basandose en la expresion de CD25 y no en Foxp3. Otra
posibilidad para comprender la discrepancia acerca de las cantidades y funcionalidad de
células Treg en la cepa NOD podria deberse a la edad de los animales usados en los
estudios, razén por la cual en la presente tesis se utilizaron ratones de 4-6 semanas, que

nos asegura que los mismos no presentan aun infiltracién en pancreas y/o otros tejidos.
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La mayoria de las células Treg que se encuentran en periferia son originadas en
timo y una deficiencia en la generacion de tTreg se asocia con la incapacidad de mantener
la tolerancia periférica hacia antigenos propios (5). En estudios previos se ha reportado
que la produccién timicay la exportacion de tTreg no es diferente entre ratones de la cepa
NOD vy cepas no autoinmunes (174). Ademas, en estudios mas recientes se ha reportado
que en ratones NOD el compartimento de tTreg tiene una diversidad de TCR defectuosa
o0 reducida a pesar de tener una celularidad normal en timo (175,176). En esos estudios se
demostrd que ese fenotipo es atribuible a perturbaciones en las etapas tempranas y tardias
del desarrollo de timocitos, lo cual contribuiria al desarrollo de autoinmunidad en esta
cepa de raton. En nuestros experimentos solo fue evaluada la frecuencia y el nimero
absoluto de células Treg en timo y no, por ejemplo, la diversidad del repertorio de esas
tTreg o la exportacion timica de las mismas por lo que no podemos concluir nada al
respecto. A pesar de encontrar menor nimero de células Treg en timo de ratones NOD
con respecto a las demas cepas, un hallazgo Ilamativo fue que la expresion de Foxp3 en
células Treg timicas fue similar para todas las cepas, por lo que podemos hipotetizar que

la pérdida en la expresion de Foxp3 ocurre una vez que las células Treg salen a periferia.

La mayoria de las células Treg se desarrollan en el timo (tTreg), pero una
proporcion de células Treg Foxp3* se genera en la periferia (pTreg) a partir de células T
CD4*Foxp3" (linfocitos T virgenes maduros). Cabe destacar que al evaluar la cantidad de
células Treg mediante marcaciones con CD4, CD25 y Foxp3 intracelular no es posible
distinguir si se trata de tTreg o pTreg (49,177). En el afio 2010, Thornton y col. reportaron
que Helios, un miembro de la familia lkaros, se expresa en células tTreg y que podria
usarse como marcador para distinguir entre células tTreg y pTreg (27). Otros dos grupos,
informaron que Nrpl, un receptor de la semaforina Ill, podria usarse también como
marcador para las células tTreg en ciertas condiciones (29,30). Previamente también se
report6 que Nrpl podria ser propuesto como marcador para células Treg de ratén pero no
para celulas Treg humanas; y que es expresada en estadios tardios del desarrollo
comparados a Helios y Foxp3 (178,179). A la fecha existe bastante discrepancia en cuanto
a cual seria el marcador mas adecuado para distinguir estas poblaciones. En trabajos
previos se ha demostrado que en timo no todas las células Treg Foxp3™ de ratones no
manipulados de las cepas CD-1, NOD y B6 expresan Nrpl, demostrando que la
frecuencia de células Helios™ fue mas alta que células Nrp1* en la poblacién de células

Treg CD4"CD8 Foxp3* de timo (28). Por todo lo expuesto, en el presente trabajo de tesis
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utilizamos el marcador Helios para analizar las poblaciones tTreg y pTreg en ratones
NOD, B6 y BALB/c. En nuestros resultados no encontramos diferencias significativas en
las poblaciones tTreg y pTreg en bazo y GLm entre cepas, excepto en los GLp donde
ratones de la cepa NOD mostraron una baja y alta proporcién de tTreg y pTreg,
respectivamente, comparado a las demas cepas. Aunque se postula que las tTreg tendrian
mayor implicancia en el control de respuestas contra lo propio y las pTreg participarian
mas en las respuestas en mucosas y placenta, nuestros resultados no mostraron grandes
diferencias en los niveles de tTreg en ratones NOD y un analisis mas profundo de las
especificidades de estas subpoblaciones seria necesario para avanzar en este aspecto. Un
dato interesante, recientemente reportado es que ratones NOD CNS1 deficientes, que no
pueden generar pTreg, poseen menor frecuencia de celulas Treg en periferia y mayor
riesgo de diabetes demostrando asi que las pTreg también contribuyen al control de
diabetes autoinmune en ratones NOD (180).

Las células Treg también pueden ser generadas in vitro (iTreg) en presencia de
TFG-B e IL-2 a partir de LT CD4" virgenes activados tal y como ocurre in vivo en tejidos
periféricos, induciendo no solo la expresion de Foxp3 sino también algunas caracteristicas
tales como su propiedad supresora (181,182). Como se mencion0 previamente, el
fenotipo de las células Treg inducidas de esta manera es inestable (25)(24,25), y no son
supresoras en todos los ensayos, adquiriendo solo un segmento de la firma transcripcional
de una célula Treg (25). A pesar de ello y con la intencion de obtener una aproximacion
a lo que ocurriria in vivo, en nuestro trabajo de tesis la induccion de iTreg fue realizada
en las 3 cepas a partir de LT CD4 virgenes purificados de bazo; y para nuestra sorpresa
el porcentaje de induccion de células CD4"Foxp3* fue menor en ratones NOD e incluso
con una baja expresion de Foxp3, CD25, CTLA-4, LAP-1, CD39, PD-1, PDL-1y LAG-
3 con respecto a las demas cepas. Si bien se ha demostrado que células iTreg no son
estables en el tiempo, estos resultados nos permiten inferir la baja capacidad que tendria
un linfocito T CD4" de inducir Foxp3 en la periferia en los ratones NOD, propensos a
desarrollar autoinmunidad con la edad. En tal sentido, seria importante estudiar la
estabilidad de expresion de Foxp3 en células iTreg cultivadas de las tres cepas por un
tiempo mayor al evaluado en nuestros experimentos y ademas estudiar si esas células son

funcionales tanto in vitro como in vivo.

Recientemente la amplia gama de propiedades funcionales de las células Treg ha

sido asociada con su heterogeneidad fenotipica, tales como su localizacién (15) y su
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estado de activacion, que definen su ubicacion anatdbmica y homeostasis. Asi en periferia
se puede encontrar una poblacion de células Treg “centrales/virgenes” (VTreg), que tiene
caracteristicas circulatorias similares a las células T CD4" virgenes convencionales y una
poblacion de células Treg “efectoras/memoria” (emTreg), que serian continuamente
activadas por antigenos propios. Estas dos subpoblaciones en raton pueden ser
distinguidas por la expresion diferencial de CD44 y CD62L (L-selectina) (32). Se ha
reportado que las emTreg probablemente estén involucradas en la inmunoregulacion y
proteccion de enfermedades autoinmunes (133); y que ademas el repertorio del TCR de
este subtipo es diferente al de las vTreg y las células Tef (31). Por otra parte, Szanya y
col. demostraron que las células Treg CD62L"9" (que ademas expresan altos niveles de
CCR7, que les permite migrar a érganos linfoides) retrasan el desarrollo de diabetes in
vivo en ratones NOD (184). Dado los antecedentes antes mencionados, en la presente tesis
se decidié evaluar la proporcién de los subtipos de vTreg y emTreg en 6rganos linfoides
secundarios de todas las cepas en estudio. Como resultado, hallamos una baja proporcién
de vTreg y una alta proporcion de emTreg en bazo y GLp de ratones NOD concordantes
con los resultados obtenidos por otros grupos de investigadores en los que hallaron una
disminucion de la frecuencia de vTreg (184,185) y una aumentada frecuencia de emTreg
comparado a la cepa B6 (167). Nuestros resultados sugieren por lo tanto que
probablemente ratones NOD no solo tienen mas células emTreg que estuvieron en
contacto con autoantigenos sino también menor cantidad de vTreg capaces de migrar a
organos linfoides.

Si bien no hay consenso en cuanto a si existen o no deficiencias en el nimero de
células Treg en ratones NOD, lo que si es aceptado, es una disminucién de la funcion de
las células Treg, observacion que se desprende de estudios de transferencia adoptiva y
ensayos in vitro donde se evalUa la actividad supresora (185,186). Los mecanismos que
podrian contribuir a una funcion comprometida de las células Treg en periferia en ratones
NOD son multiples tales como: una disminucion del TFG-B activo unido a la membrana
relacionada con la edad (187), una insuficiencia de IL-2 (143) y resistencia a la regulacion
de las células T CD4 convencionales (163). Por otro lado, varios investigadores han
demostrado un defecto funcional en celulas Treg aisladas de individuos con DT1 (188).
Estos estudios evaluaron el impacto de las células Treg CD4* CD25" en las células T
CD4" respondedoras autélogas después de una activacion inespecifica. Aunque los

resultados han sido variados, la mayoria de estos estudios mostraron una disminucion en
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el grado de inhibicion mediada por células Treg (124-126). Al respecto, nuestros
resultados estan de acuerdo con lo ya previamente reportado tanto en el modelo de raton
como en humanos. En ensayos de inhibicion de la proliferacion de LT CDA4
convencionales se obtuvo una baja actividad supresora en células Treg de ratones NOD
comparado a las demas cepas; siendo células Treg de la cepa BALB/c altamente
supresoras. Ademas, los resultados aqui obtenidos reproducen los datos reportados por
otro grupo de investigadores donde postulan que ratones de la cepa BALB/c no solo
tienen mayor frecuencia de células T CD4*CD25" que ratones de la cepa B6, sino que
ademas tienen células Treg con mayor capacidad de suprimir la proliferacion Tconv
(170). Teniendo en cuenta que los mecanismos de supresion utilizados por una célula
Treg son mdltiples, los defectos que podrian dar una funcion alterada por ende también
lo son. En el presente trabajo analizamos la expresion de moléculas relacionadas con la
funcién supresora de una célula Treg en fresco y luego de ser purificadas y activadas in
vitro con anti-CD3/CD28 e IL-2 durante 3 dias. En condiciones basales, células Treg de
bazo de ratones NOD expresaron bajos niveles de CD25 comparado al resto de las cepas;
mientras que en GLp una baja expresion de NRP-1, LAP-1, CD39 y PD-1 fue encontrada
en células Treg de ratones NOD, incluido bajos niveles de expresion de CD25. En ensayos
donde las células Treg fueron purificadas y estimuladas se encontraron diferencias
marcadas entre cepas en la expresion de moléculas relacionadas a funcionalidad. Asi,
células Treg esplénicas purificadas de ratones NOD mostraron un estado de activacion
disminuido, observandose una expresion significativamente menor de GIRT, LAP-1,
CD39, LAG-3 y PD-1. La baja expresion de CD25 observada en células Treg de ratones
NOD también podria afectar su funcionalidad, ya que el consumo de IL-2 para células
Tef es otro mecanismo descripto en esta poblacion (4). En conjunto estos resultados nos
permiten hipotetizar que la funcionalidad defectuosa de células Treg de ratones NOD
podria estar asociada a una menor expresion de las moléculas antes mencionadas. Por otra
parte, en ratones NOD estos hallazgos sugieren ademas que el inicio de autoinmunidad
podria estar asociado no sélo con una reduccién en el numero de células Treg, sino

también en su funcion.

Un aspecto interesante para tener en cuenta es que, en los cultivos clasicos de
supresion, se evalla tanto la capacidad de células Treg de suprimir, como la posible
resistencia a ser suprimido por parte de las células Tef con un resultado global de una

disminucion en la proliferacion de la célula Tef. En el presente trabajo de tesis al realizar
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tanto ensayos clasicos de inhibicion de la proliferacion de LT, como el analisis del
incremento de marcadores asociados a funcionalidad tras la activacion de células Treg
purificadas, podemos asegurar que la funcionalidad de células Treg se encuentra
disminuida en la cepa NOD. Ciertamente, estudios realizados en ratones NOD han
demostrado tanto disminucion dependiente de la edad en la funcién de las células Treg

como aumento reciproco en la resistencia de las células Tef a la regulacion (162,185,186).

Como ya se ha mencionado, normalmente las células Treg tienen una expresion
abundante de CD25 (RalL-2) pero son incapaces de producir IL-2. Las células Treg
expresan constitutivamente el R-1L-2 trimérico de alta afinidad (que consiste en RalL-2,
RPBIL-2 y la cadena vc) para responder a IL-2 producida por LT efectores y, en algunos
casos, por células dendriticas (65). IL-2 a través de su interaccion con R-IL-2 controla
multiples actividades criticas en las células Treg (65,189,190). La sefializacion de IL-2 se
ha asociado con el desarrollo de células Treg, la homeostasis y la funcién. Se ha visto que
la sefializacion del R-1L-2 tiene una funcién esencial, no redundante para el desarrollo de
células tTreg en timo, promoviendo la maduracion de células inmaduras
CD4*CD25"Foxp3'° en células Treg funcionales (189-192). Por otro lado, IL-2 también
contribuye a la homeostasis de células Treg (193), en parte al proporcionar sefiales de
supervivencia a las células Treg CD62L" centrales o en reposo (33) y al sustentar el
desarrollo de células Treg Klirgl® de corta duracidn, diferenciadas terminalmente (194).
También se ha propuesto que en ausencia de IL-2, las células Treg no pueden sobrevivir
o0 expandir sus nimeros en el timo y en la periferia (110,195-197). Otros estudios han
sugerido que la IL-2 se requiere directamente para la funcion de las células Treg, y en su
ausencia, las células Treg no pueden suprimir la proliferacion de LT (67,198).
Finalmente, la identidad y su funcion supresora de células Treg son impuestas por IL-2 a
través de la regulacion directa de la expresion de Foxp3 (190). Esta propiedad también
influye en el desarrollo células Treg inducidas en periferia a partir de LT convencionales
(20,199).

Se ha reportado que ratones deficientes en IL-2 o en alguno de los componentes
del R-IL-2 (RalL-2 o RBIL-2), sucumben a un sindrome linfoproliferativo autoinmune
agresivo (65,191). IL-2 y el factor de transcripcién STATS5, un blanco clave cascada abajo
de las quinasas JAK asociadas con el R-I1L-2, son indispensables para inducir la expresion
de Foxp3 y la diferenciacion de las células Treg en el timo (190,191,196,197,200).

Estudios de asociacion de genoma han revelado una asociacion significativa entre DT1y
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los genes de Ra-I1L2, PTPN2 e IL-2 de la via de sefializacion de 1L-2 (201). Notablemente,
las células Treg aisladas de individuos con DT1 mostraron una sefializacion de IL-2
significativamente disminuida (202). Los alelos de riesgo asociados a DT1 tanto de Ra-
IL2 como de PTPN2 contribuyen a este defecto en la sefializacién (203,204). Sin
embargo, se ha demostrado que estos dos loci no dan cuenta de todos los defectos
observables y se cree que contribuirian con loci adicionales (205). Al igual que en los
seres humanos, en el modelo de raton NOD usado ampliamente para el estudio de DT1,
un defecto genético en la via de la IL-2 contribuye a la susceptibilidad de la DT1(143).
El desarrollo de la enfermedad en ratones NOD es complejo y poligénico (138,206). El
mayor componente genético de la enfermedad son los genes relacionados al CMH,
llamado Idd1 (diabetes insulino-dependiente 1) (140,141) y el locus de riesgo “diabetes
insulino-dependiente 3” (1dd3) (142), situado en el cromosoma 3 de ratdn que contiene
los genes de 112 e IL21. Ratones que portan la porcion Idd3 tienen menores niveles de IL-
2 y se ha demostrado que ratones NOD en los que la regién 1dd3 deriva de ratones B6

tienen mayores niveles de IL-2 y una reduccion en la aparicion de diabetes (144).

En el presente trabajo de tesis estudiamos también la cascada de sefializacion de
IL-2 y su receptor. Teniendo en cuenta que IL-2 es un factor de crecimiento que no solo
induce la proliferacién de las células Treg sino también que impacta directamente en la
estabilidad de expresion de Foxp3; en nuestros experimentos evaluamos como se
modificaba la expresion de Foxp3 frente a distintas dosis de IL-2r. Demostramos que
células Treg de todas las cepas tenian un comportamiento dosis-respuesta frente al
agregado de dosis crecientes de IL-2r, incrementando la expresion de Foxp3, aunque las
células Treg de ratones NOD lo hacian con niveles significativamente menores. Las
células Treg de ratones NOD proliferaron menos en respuesta a IL-2 y en ausencia de
esta citoquina una importante fraccion de células dejo de expresar Bcl2, lo que indicaria
que son mucho mas dependientes de IL-2 como factor de sobrevida. Resultados similares
han sido obtenidos en pacientes con DT1 en los que células Treg incubadas en presencia
de IL-2r por 4 dias mantienen menos la expresion de Foxp3 y el porcentaje de células

CD4"CD25*Foxp3* decae considerablemente con respecto a pacientes controles (202).

En estudios previos se ha demostrado que la union de IL-2 a CD25 y la
sefializacion posterior de STAT5S es esencial para la supervivencia de las células Treg
Foxp3* en la periferia (190,196,207). Ademas, IL-2 es uno de los inductores mas potentes

de la expresion de CD25 y Bcl-2 en las células T (208), por lo que la pérdida de CD25 y
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Bcl-2 sugiere una deficiencia de IL-2. Al respecto, se ha demostrado que células Treg en
ratones NOD tienen disminuida expresion de Bcl2 y CD25 principalmente en los islotes
inflamados. Esto podria ser debido a los niveles disminuidos de IL-2 en los islotes (172).
Estudios previos han demostrado que tanto en ratones de la cepa NOD como en pacientes
con DT1, células Treg presentan una sefializacion de IL-2 reducida, con niveles de
fosforilacion de pSTATS reducidos (167,202). En nuestros experimentos observamos
bajos niveles de fosforilacion de pSTATS en células Treg de ratones NOD comparado no
solo a ratones de la cepa B6 como ya habia sido reportado (167), sino también con ratones
BALB/c, siendo los niveles méas altos de pSTATS5 observados en células Treg de BALB/c.
A través del uso de ratones transgénicos para STATS, se ha demostrado que la
sobreexpresion de STAT5 aumenta dramaticamente el numero de células Treg en
comparacién con ratones wild type (209). Por lo tanto, es razonable plantear que el
aumento de STATS5 por el agregado exdgeno de IL-2, representa una herramienta para
potenciar las células Treg.

SOCS3 es un inhibidor de la sefializacion del eje IL-2/JAK1/STAT (72,210). Las
celulas Treg basales o activadas, a diferencia de los LT virgenes y activados (211),
expresan bajos o nulos niveles de proteina SOCS3. Se ha demostrado que la
sobreexpresion in vitro de SOCS3 en células Treg disminuye su proliferacion, la
expresion de Foxp3 y su funcion supresora (75). Existe evidencia de que las proteinas
SOCS, especialmente SOCS1 y SOCSS3, estan implicadas en la patogénesis de diversas
enfermedades autoinmunes (71). En pacientes con DT1 Gylvin y col. (212) revelaron que
una mutacién en la regién promotora de SOCS3 influye en la sensibilidad a la insulina
pacientes con DT1 y podria estar implicado en la patogénesis de la enfermedad. En el
presente trabajo reportamos por primera vez que células Treg de ratones NOD sin
estimular exhiben altos niveles de ARNm de SOCS3, sugiriendo que la retroalimentacion
negativa que ejerce SOCS3 podria ser la causa de la reducida sefializacién de IL-2 con la

consecuente respuesta sobre la expresion de Foxp3.

En los Gltimo afios se ha reportado que GRAIL (Rnf128), una UbL E3 relacionada
a induccion de anergia en LT (83,213,214) es expresada en células Treg y se asocia con
su actividad reguladora (84). En los modelos murinos, la deficiencia de GRAIL se ha
asociado con resistencia a la induccion de tolerancia en enfermedades autoinmunes (85).
Asimismo, GRAIL es regulado por una DUB denominada OTUB-1 la cual facilita la
degradacién de GRAIL (87), de manera que el analisis de la relacion GRAIL/OTUB-1
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es importante para estudiar su funcién. EI mecanismo por el que GRAIL es inducido fue
descripto por Lin y col (86), quienes demostraron que en las células T CD4 virgenes, la
pérdida de GRAIL se controlaba mecanicamente a través de una via que implicaba la
coestimulacion de CD28 y la produccion de IL-2/sefializacion del R-IL-2 (86). En
particular, la sefializacion del R-IL-2 conduce a la activacién de Akt y mTOR, la
traduccion de OTUB-1y la posterior degradacion de GRAIL que permite la proliferacion
de los LT. En ausencia de coestimulacion (CTLA4-Ig), bloqueo del R-1L-2 (anti-1L-2) o
tratamiento con rapamicina, OTUB-1 no se traduce y la expresion de GRAIL se mantiene,
dando como resultado la falta de proliferacién de LT CD4. Aunque la participacién de
GRAIL/OTUB-1 se ha descripto durante la activacion de LT convencionales, su funcion
y/o posible accion en células Treg es menos conocida. Se ha reportado que pacientes con
Lupus tienen niveles disminuidos de GRAIL en células T CD4", defecto que se
correlacion6 con una cantidad reducida de células Treg en la periferia de estos pacientes
(215). Por otro lado, en LT CD4" provenientes de nédulos pancreaticos de ratones NOD,
se reportd una expresion disminuida del ARNm de GRAIL (86) comparado a ratones
transgenicos NOD.B10 (H-2b) resistentes al desarrollo de la enfermedad. Nuestros
resultados demuestran que células Treg de ratones NOD en condiciones basales presentan
diferencias en la expresion de GRAIL/OTUB-1. Si bien los niveles de GRAIL se vieron
aumentados luego del agregado de IL-2, su expresion fue menor en comparacion a las
demas cepas en estudio con un importante aumento de la expresion de OTUB-1. Debido
a que GRAIL es una E3 Ub es interesante indagar en sus posibles sustratos. Se ha
demostrado que GRAIL esta involucrado en la degradacion del complejo TCR-CD3
presente tanto en LTconv como en células Treg (85). Ademas, se ha descripto que GRAIL
regula la expresion de CD40L en LT CD4 y se ha demostrado que la interaccion
CD40/CD40L participa en la regulacion de la homeostasis de células Treg (216,217).
Ademas, se ha demostrado que GRAIL ubicuitina y degrada CD83 en LT CD4, molécula
esencial para la diferenciacion de células Treg (218). De manera interesante, se ha
sugerido que GRAIL podria afectar la actividad de SOCS3 obstruyendo asi la
degradacién de pJAK1 y afectando de esta manera negativamente la sefializacion de IL-
2 (219,220). Los resultados de la presente tesis doctoral muestran niveles disminuidos de
GRAIL y aumentados de SOCS3/OTUB-1 junto con menor respuesta en la sefializacion
de IL-2 en células Treg de ratones NOD, seria interesante analizar los efectos de
inhibidores de GRAIL, OTUB-1, SOCS3 en la estabilidad de celulas Treg.
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La estabilidad de la expresidn de Foxp3 se asocia con la hipometilacion del ADN
en CNS2 (69). Aunque en el presente trabajo no analizamos especificamente este aspecto,
estudios que comparan la proporcién de CpG metilado en el locus FOXP3 en células Treg
de ratones NOD, B6, CBA, NZW y BALB/c han mostrado patrones similares para todas
las cepas (221), lo que sugiere que la inestabilidad en la expresion de Foxp3 en células
Treg de ratones NOD no seria consecuencia de estas alteraciones epigenéticas. En este
trabajo de tesis analizamos la expresion de enzimas Tet y DNMT1 que participan en los
procesos de metilacion y demetilacion y describimos menor expresion de la enzima Tet2
y niveles indetectables de Tetl y DNMTL1 en células Treg de ratones NOD. Nair y col
(60), describieron que las proteinas Tet desempefian un papel fundamental en el
mantenimiento y la generacion de la hipometilacion del sitio CNS2. Los autores
encontraron que estas proteinas (en especial Tet2) son reclutadas por IL-2 y protegen los
motivos CpG del sitio CNS2 de la re-metilacion mediada por las enzimas DNMT1, lo
cual previene la pérdida de expresion de Foxp3 bajo condiciones inflamatorias, resultando
en la expresion estable de Foxp3 en células Treg. Seria interesante analizar la expresion
de estas enzimas luego del estimulo con IL-2 o en presencia de citoquinas inflamatorias
para investigar si al igual que en estado basal, las células Treg de ratones NOD expresan
menor expresion de enzimas que mantienen la hipometilacién de CNS2 luego de la

activacion.

Debido a que la expresion de Foxp3 es directamente asociada con su capacidad
supresora (222), en los ultimos afos e incluso hasta el presente un tema que ha causado
mucha controversia es si las células Treg Foxp3* pueden perder la expresion de Foxp3,
perder funcion supresora, y convertirse en células Tef Foxp3™ convencionales (223). La
capacidad de citoquinas como IL-1, IL-6 e IL-12 para regular negativamente la expresién
de Foxp3 y convertir las células Treg en celulas efectoras proinflamatorias sugiere que
las células Treg retienen cierta plasticidad funcional (223). Al respecto, se ha demostrado
que incluso las células Treg del timo pueden convertirse en un fenotipo de células Th17
tras la estimulacion con anti-CD3/CD28 e IL-6, lo que demuestra un alto grado de
plasticidad (224). Varios estudios independientes en los que las células Treg Foxp3*
fueron transferidas de forma adoptiva a ratones linfopénicos demostraron que del 10%-
50% de las células transferidas perdieron la expresion de Foxp3 (105,107,225). Para
determinar si una parte de las células Treg se convierte en un fenotipo efector, dos grupos

generaron ratones disefiados para rastrear el destino de las células Foxp3* in vivo. En
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estos sistemas, los ratones condicionales Foxp3 GFP-CRE se cruzaron con ratones
reporteros ROSA26, por lo tanto, en estos animales, las células que expresan
transitoriamente Foxp3 estan marcadas permanentemente, y sus propiedades fenotipicas
y funcionales pueden examinarse espacial y temporalmente. Usando este sistema, Zhou
y col. (109), observaron que una parte de las células CD4*Foxp3* disminuia la expresion
de Foxp3 adquiriendo la capacidad de producir citoquinas efectoras como IFN-y, incluso
en ausencia de cualquier manipulacién experimental. Ademas, usando el modelo de DT1
en ratones NOD, los autores observaron que la generacion de estas "células ex Treg"
aumentaba en los islotes pancreaticos durante la progresion de la DT1 (109). Esas células
ex Treg presentaban un fenotipo memoria efector y producian citoquinas patogénicas. En
base a estas observaciones los autores proponen que la inestabilidad de Foxp3 puede
conducir a la generacién de células T de memoria-efectoras patogénicas que promueven
la patologia autoinmune. En otro estudio se demostrd que durante la infeccion con una
cepa letal de Toxoplasma gondii, las células Treg pueden perder la expresion de Foxp3 y
adquirir caracteristicas efectoras de Thl (226). Sin embargo, en contraste a esto,
utilizando un sistema de ratones reporteros similar para monitorear la estabilidad de las
células Treg, el grupo de Rudensky demostro que solo una pequefia poblacion perdia la
expresion de Foxp3, demostrando que la expresion de Foxp3 era notablemente estable
incluso en entornos inflamatorios (106). Ademas, Miyao y col. (227) demostraron que las
células Treg Foxp3* podrian regular de forma transitoria la expresion de Foxp3,
recuperandose rapidamente junto con la capacidad supresora tras la activacion. Las
discrepancias en estos estudios pueden deberse a diferencias en los sistemas inflamatorios
utilizados para examinar la estabilidad de las células Treg in vivo, o a diferencias sutiles
en la forma en que se construyeron los ratones reporteros. En conjunto, estos estudios
sugieren que los entornos inflamatorios altamente polarizados pueden subvertir la funcion
de las células Treg al convertirlas en células T efectoras Foxp3™ in vivo, y son consistentes
con un analisis epigenético que demuestra que los locus que codifican los factores de
transcripcion claves y las citoquinas asociadas con Thl, Th2 y las células Th17 no se

reprimen completamente en las células Treg (228).

En el presente trabajo reportamos que luego de estimular in vitro células Treg
purificadas durante tres dias, una fraccion de células pierde la expresion de Foxp3 aun en
presencia de IL-2, siendo esa fraccion de células CD4"Foxp3™ ex-Treg mayor en ratones

de la cepa NOD (>20%). Si bien no podemos afirmar de manera fehaciente que esas
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células antes fueron Foxp3™ debido a que no disponemos del sistema necesario para
monitorearlas, demostramos que aquellas células CD4"Foxp3™ ademas eran productoras
de citoquinas pro-inflamatorias tales como IFN-y e IL-17, siendo el porcentaje de células
Foxp3  IFN-y* e IL-17* significativamente mayor en ratones NOD (~3%) comparado a
las demas cepas en estudio. La posible contaminacién de células Foxp3™ en nuestros
cultivos debe también tenerse en cuenta, ya que en las purificaciones partimos de células
CD4"CD25*(>97% Foxp3+) para las 3 cepas, y existe la posibilidad de que algunas ex
Treg presentes en estos cultivos pertenecieran al 3% de células Foxp3™ presente desde el
dia cero. Sin embargo, los ratones NOD mostraron una mayor proporcion tanto de células
Foxp3"IFN-y*/ IL-17" como de Foxp3 IFN-y*/ IL-17" tras 3 dias de activacién, sugiriendo
que las células Treg de NOD tienen mayor facilidad para expresar citoquinas

inflamatorias.

La expresion de proteinas en las células se puede regular tanto por la produccion
de proteinas como por la tasa de degradacion. Gran parte de la protedlisis regulada en
células eucariotas esta catalizada por el sistema ubicuitina-proteosoma (229). Las cadenas
de Ub unidas covalentemente de cuatro o mas Ub , marcan una proteina para la
degradacion por el proteosoma 26S (230). La ubicuitinacién de proteinas es un proceso
fuertemente regulado y modulado por las ligasas E1, E2 y E3 que, en un complejo,
catalizan la adicién de Ub a los residuos de lisina de la proteina diana (77,231). La
desubicuitinacion de proteinas es un proceso igualmente bien regulado y modulado por
una gran familia de enzimas desubicuitinantes (DUB) (77). Las DUB catalizan la
eliminacion de la Ub de sustratos de proteinas especificas, evitando asi la degradacion de
las proteinas, lo que resulta en un aumento de la expresion de la proteina diana (232).
Diferentes grupos han demostrado previamente que Foxp3 puede ser poliubicuitinada, sin
embargo la regulacion de este proceso y sus moduladores todavia no han sido elucidados
(93,100,101). Se ha descripto, que los estimulos inflamatorios dan como resultado la
degradacién dependiente de proteosoma de Foxp3 mediada por la ubicuitinasa STUB1,
que se une a Foxp3 y promueve su ubicuitinacion ligada a Lys4848 (100). La
sobreexpresion de STUBL elimina la capacidad supresora de las células Treg in vitro e in
vivo y confiere a las células Treg un fenotipo con similitudes con la de la subpoblacién
de LT Thl; esto plantea la cuestion de si el fenotipo de las células Treg similar a las
células Tef en este contexto es un estadio intermedio en camino a la inestabilidad y la

pérdida de la expresion de la proteina Foxp3. En contraste, la enzima desubicuitinante
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USP7 tiene una alta expresion en las células Treg y esta asociada con Foxp3 en el nucleo
(101), donde regula el recambio de Foxp3. En condiciones inflamatorias, esta enzima
disminuye su expresion, lo que facilita la degradacion de Foxp3 (88). Wang y col (102),
demostraron que, la eliminacién condicional de USP7 en células Treg conduce a una
autoinmunidad letal con un nimero reducido de células Treg en la periferia que muestran
un fenotipo aberrante tipo Th1l tanto in vitro e in vivo. Otro grupo de investigadores
establecid que la expresion ectdpica de la DUB USP7 especificamente disminuy6 la
poliubicuitinacion de Foxp3, dando como resultado un aumento de la expresion de la
proteina (101). Por el contrario, en el mismo estudio se demostré que la eliminacion de
USP7 resultd en una disminucion de la proteina de Foxp3. Ademas, en estos estudios los
autores demostraron que la funcion de las células Treg disminuy6 notablemente cuando
se elimind USP7 o cuando se inhibi0 la actividad DUB tanto in vitro como in vivo. Por lo
tanto, la manipulacién de la ubicuitinacion de Foxp3 proporciona un mecanismo
molecular para asegurar un rapido control temporal de la expresion de Foxp3 en las
células T.

En el presente trabajo de tesis hemos reportado por primera vez la expresion
diferencial de enzimas que participan en procesos de modificacion post-traduccional de
la proteina Foxp3, demostrando que células Treg de ratones NOD tienen alta expresion
de STUB-1 y una muy baja expresion de USP7 a nivel proteina y a nivel de ARNm en
condiciones basales con respecto a las otras cepas. Teniendo en cuenta que la expresion
de estas enzimas es modificada bajo ambientes inflamatorios (tales como IL-6), nuestros
datos sugieren que quizas en condiciones basales células Treg NOD podrian estar
expuestas a un ambiente inflamatorio que lleva a la degradacion de Foxp3 en periferia
con la consecuente disminucion de la expresion de Foxp3, con respecto a otras cepas no
autoinmunes. Cuando células Treg purificadas de todas las cepas fueron estimuladas
durante 3 dias en presencia de IL-2r, una mayor expresion de STUB-1 y proporcion de
células Treg STUB-1" fue encontrado en ratones NOD. En conclusién, en el presente
trabajo, el mantenimiento de la expresion de Foxp3 en cultivo fue significativamente
menor en las células Treg de los ratones NOD en comparacion con los ratones B6 y
BALBI/c, lo cual podria estar asociado a un equilibrio desfavorable de la expresion de
estas Ub, junto con una sefializacion de IL-2 alterada; afectando los niveles de expresién
de Foxp3y, por lo tanto, la funcionalidad de las células Treg en ratones NOD.

Finalmente, teniendo en cuenta que tanto la expresion de Foxp3 como STUB-1y
USP7 son afectadas bajo estimulos inflamatorios, en nuestros experimentos también
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analizamos como respondian células Treg purificadas de todas las cepas frente a
estimulos proinflamatorios tales como IL-6 e IFN-y. Luego de tres dias, una fraccion de
células perdio la expresion de Foxp3, de manera similar en todas las cepas, con un efecto
mayor en presencia de IL-6. Estos datos fueron consistentes con lo previamente reportado
por otro grupo de investigadores que demostraron que células Treg derivadas de bazo
luego de ser estimuladas en presencia de IL-6 durante varios dias (4-6 dias) disminuyen
significativamente la expresion de Foxp3 (233). En presencia de citoquinas inflamatorias
en los cultivos no se observaron cambios significativos en la expresion de STUB-1,
aunque siempre con valores mayores en ratones NOD. Por el contrario, encontramos un
aumento de células USP7 en células Treg de las cepas B6 y BALB/c con respecto a
ratones NOD, probablemente en compensacion a la alta expresion de STUB-1. En
conclusion, nuestros resultados demuestran que en condiciones inflamatorias las células
Treg de las tres cepas son igualmente inestables, no observandose un efecto mayor en la
cepa NOD.

Un hallazgo interesante obtenido a través de todos los ensayos de este trabajo de
tesis fue la elevada frecuencia, nimero absoluto, funcionalidad y capacidad de sobrevida
en ausencia de IL-2 observada en células Treg de ratones BALB/c. En todos los
parametros evaluados las diferencias mas marcadas se observaron entre células Treg de
NOD y BALB/c. Estos datos son igualmente importantes, ya que podrian relacionarse, al
menos en parte, a la mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores de colon y glandulas
mamarias reportado en esta cepa (158), ya que es bien conocido que las células Treg
aminoran las respuestas anti-tumorales y tienen un efecto perjudicial (234). En la misma
linea de pensamiento, las menores diferencias en las caracteristicas fenotipicas y
funcionales observadas entre células Treg de NOD y B6 podrian relacionarse a la
posibilidad de inducir un variado espectro de enfermedades autoinmunes (Encefalitis
autoinmune, Miastenia Gravis, Uveitis, etc.) mediante inmunizacion con autoantigenos y
adyuvantes en ratones B6 (235-237).

Restaurar el equilibrio inmunolégico mediante la amplificacion de las células
Treg es actualmente una estrategia prometedora para tratar enfermedades autoinmunes.
Sin embargo, las células Treg Foxp3* son inestables cuando se amplifican in vitro por lo
que la posibilidad de disefar estrategias de amplificacion que combinen factores

indispensables como IL-2 y farmacos estabilizadores de células Treg serian ideales. Sin
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embargo, para poder seleccionar el farmaco estabilizador apropiado, es importante saber

qué vias estan particularmente afectadas en las personas propensas a la autoinmunidad.

Integrando los resultados obtenidos en la presente tesis, a través de la comparacion
de la proporcion y los nimeros absolutos de células Treg CD4" Foxp3™ entre ratones
NOD, B6 y BALB/c demostramos dificultades para mantener las cantidades de células
Treg y los niveles de expresion de Foxp3 en ceélulas Treg de drganos linfoides
secundarios, pero no en el timo. La funcionalidad de las células Treg de ratones NOD fue
menor en cultivos mezcla y su respuesta a la estimulacion via TCR més IL-2 fue més
débil. En cultivo las células Treg de ratones NOD mostraron ser altamente dependientes
de IL-2 para mantener su expresion de Foxp3, convirtiéndose en productoras de IL-17 e
INF-y més facilmente que las células Treg de las otras cepas. Ademas, las células Treg
de ratones NOD mostraron una menor capacidad de respuesta a la IL-2, no alcanzando
los valores de expresion de pSTATS observados en las otras cepas, incluso con dosis altas
de IL-2. De manera interesante, las células Treg de ratones NOD mostraron niveles méas
altos de OTUB-1 y SOCS3, junto con menores niveles GRAIL. células Treg de ratones
NOD exhibieron mayor expresion de STUB-1 y expresion nula de USP7. Nuestros
resultados sugieren que el defecto para mantener la tolerancia hacia lo propio observada
en los ratones NOD podria ser el resultado de una sumatoria de mecanismos desregulados
en la poblacion de células Treg, con una expresion diferencial de factores (SOCS3,
GRAIL, OTUB-1, STUB-1y USP7) que afectan a la sefializacion de 1L-2 y la estabilidad

de Foxp3 en células Treg de ratones NOD.
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Cepas de ratones utilizadas

Durante el presente trabajo de tesis se utilizaron ratones de las cepas NOD,
gentilmente cedidos por los Dres. Diane Mathis y Cristoph Benoist y enviados por el
laboratorio Jackson (Bar Harbor, Estados Unidos). Los ratones de la cepa. BALB/c y
C57BI/6 (B6) fueron adquiridos en la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de la Plata, Argentina. Todos los animales fueron mantenidos y endocriados en
el bioterio del Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI-
CONICET) bajo condiciones libres de patdgenos especificos y de acuerdo con los
requisitos del comité ético institucional. Los animales se mantuvieron con agua y
alimento ad-libitum, con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad a 20 °C bajo humedad
controlada. Los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica de Protocolos
Experimentales en el uso de animales en los proyectos cientificos de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cordoba (Resolucion 954/2016; 723/2018).
Para todos los experimentos realizados en este trabajo de tesis, se utilizaron ratones
hembra de 4-6 semanas de edad, edad a la cual los animales de la cepa NOD no evidencian
signos de autoinmunidad. Los animales fueron utilizados sin tratamiento previo, es decir,

en condiciones basales.

Obtencion de 6rganos linfaticos y aislamiento de células mononucleares (CMN)

Las muestras se obtuvieron de érganos linfaticos provenientes de ratones de las
diferentes cepas en condiciones basales, mediante extraccion directa. Para ello, los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical e inmediatamente se obtuvo timo,
bazo, nédulos linfaticos (axilares, inguinales, mesentéricos y pancreéticos), y placas de
Peyer. Una vez extraidos, los mismos se disgregaron de manera mecanica sobre una malla
metéalica en una solucién de PBS 1X suplementado al 3% con SFB (Natocor) para generar
una suspension celular homogénea. En el caso del bazo, las CMN se obtuvieron a partir
de un gradiente de densidad Ficol-Hypaque (Sigma Aldrich) con el fin de eliminar los
glébulos rojos, los leucocitos polimorfonucleares y las células muertas. Las células

obtenidas se resuspendieron en PBS suplementado al 3% con SFB.

En todas las suspensiones celulares obtenidas, se realizo el recuento de leucocitos

vivos en camara de Neubauer mediante tincion con Azul de Tripan.
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Citometria de flujo de moléculas de superficie e intracelular.

- Citometria de Flujo de moléculas de superficie:

Se realizaron marcaciones ex vivo de células mononucleares de timo, bazo, pool
de nddulos linfaticos axilares e inguinales (pGL) y nddulos linfaticos mesentéricos
(mGL), luego de obtener suspensiones homogeneas de las mismas, como antes ya se
menciond. Para ello 1.10° células fueron incubadas en 25 pL de PBS-3% SFB durante 20
minutos a 4°C en oscuridad, con diluciones apropiadas de anticuerpos monoclonales
contra las siguientes moléculas de superficie: CD45 (Biolegend), CD3 (BD Biosciences),
CD4 (Biolegend), CD8 (BD Biosciences), CD25 (Biolegend), GITR (Biolegend), LAP-
1 (BD Biosciences), Nrp-1 (Biolegend), CD39 (Biolegend), CD73(Biolegend), LAG-3
(Biolegend), TIM-3 (Biolegend), PD-1 (Biolegend), PD-L1 (Biolegend), CD44 (BD
Biosciences), CD62L, (Biolegend), CD103 (BD Biosciences), CXCR3 (Biolegend) y
CCR6 (Biolegend); todos ellos conjugados con diferentes fluorocromos
convenientemente seleccionados. Luego, las células fueron lavadas con PBS-3% SFB y

se prosiguio con la marcacion intracelular para la deteccion de Foxp3.

- Citometria de flujo de moléculas intracelulares.

Para evaluar células Treg se realizaron marcaciones intracelulares de Foxp3. Para
ello, luego de la marcacion de superficie antes detallada, las células fueron fijadas y
permeabilizadas con un kit de fijacién y permeabilizacidén para Foxp3 (eBioscience, San
Diego, CA, Estados Unidos) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Luego de
ser permeabilizadas, las células fueron marcadas en 30 pL del buffer de permeabilizacion
provisto por el kit, durante 45 minutos a 4°C en oscuridad con una dilucion adecuada del
anticuerpo monoclonal anti-Foxp3 (eBioscience, clon FJK-16s) conjugado a los
fluorocromos FITC, PE o APC. ElI mismo procedimiento fue realizado para la deteccién
intracelular de CTLA-4 (eBioscience), Ki67 (Biolegend), Helios (Biolegend) y Bcl-2
(eBioscience) utilizando una dilucién apropiada de los anticuerpos monoclonales
conjugados a diferentes fluorocromos, convenientemente seleccionados. Una vez
finalizado el tiempo de incubacion, las células fueron resuspendidas en PBS para ser
adquiridas en un citémetro de flujo FACs-CANTO Il (BD Biosciences) o LSRFortessa
(BD Biosciences) y los datos fueron analizados utilizando el programa FlowJo X (Versién
10.0.7r2).

Para determinar la produccion de IL-10, LAP-1, IFN-y e IL-17 por parte de células

Treg, 1.10° células fueron estimuladas in vitro en medio RPMI completo (RPMI 1640
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(Gibco) suplementando con L-glutamina (2 mM, Gibco), Gentamicina (50 pg/mL), 2
mercaptoetanol (50 mM) y SFB al 10% (vol/vol) adicionado con 50 ng/ml de PMA y 1
ug/ml de Tonomicina (Sigma-Aldrich) durante 4 hs a 37°C. Para evitar su secrecion y
poder detectarlas dentro de las células, se agregd al mismo tiempo 10 pg/m de Monensina
(Sigma-Aldrich) o Brefeldina (Sigma-Aldrich), ambos inhibidores del transporte
vesicular. Las células fueron levantadas de los cultivos y tefiidas con anticuerpos contra
diferentes moléculas de superficie para luego ser fijadas y permeabilizadas con buffer de
fijacion y permeabilizacion para Foxp3 (eBioscience, San Diego, CA, Estados Unidos)
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Luego de ser permeabilizadas, las
células fueron marcadas en el buffer de permeabilizacién provisto por el kit con una
dilucion adecuada del anticuerpo monoclonal anti-IL-10, anti-LAP-1, anti-IFN-y y anti-
IL-17 conjugado a diferentes fluorocromos, convenientemente seleccionados. La
marcacion de las citoquinas intracelular se realizo durante 40 min a 4 °C. Finalmente, las
células se resuspendieron en PBS para ser adquiridas en un citometro de flujo FACs-
CANTO Il (BD Biosciences) o LSRFortessa (BD Biosciences), y los datos fueron

analizados utilizando el programa FlowJo X (Version 10.0.7r2).

Siempre que fue necesario se agregaron, al mismo tiempo en que se realizaron las
citometrias, controles apropiados tales como controles FMO (Fluorescence minus one)

para diferentes moléculas de superficie y/o intracelular.

Por otro lado, en todos los experimentos realizados en este trabajo se incluyé como
paso previo a la tincién de superficie, la marcacion con un colorante (Live-dead fixable,
Dead cells Stain, Invitrogen) para excluir células muertas del andlisis de citometria, apto

para ser usado en células fijadas.

Purificacion de células

Para la purificacion de las subpoblaciones de LT CD4* de interés, se obtuvo la
suspension celular de CMNs bajo condiciones de esterilidad a partir de un pool de bazos
de 12 animales de las diferentes cepas (NOD, C57BL/6, BALB/c) mediante métodos ya
descriptos. Luego se procedio a realizar la purificacion de LT CD4" CD25 (Tconv) y
CD4* CD25" (Treg) a partir de esa suspension de CMN mediante la combinacion de

dos técnicas diferentes.

1. Pre-enriguecimiento de Linfocitos T CD4+ con perlas magnéticas: las

suspensiones de CMN de bazo obtenidas se enriquecieron en LT CD4* mediante

88



Materiales y Métodos

seleccidn negativa usando perlas magnéticas EasySep (mouse CD4+ T Cell
Isolation Kit, StemCell) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
celulas recuperadas fueron resuspendidas en un volumen apropiado de buffer
MACS (PBS (Gibco) 1X suplementado con 2 mM EDTA (Gibco) y 0,5% SFB
(Gibco) filtrado a través de una membrana de 0,22 pum), para la marcacion de
superficie posterior. Esta suspension enriquecida en LT CD4+ fue tefiida durante
20 minutos a 4°C en oscuridad con los anticuerpos monoclonales contra
moléculas de superficie CD4 (FITC o PE-Cy7) y CD25 (PercP). Transcurrido el
tiempo de incubacion, las células fueron lavadas y filtradas utilizando un cell
strainer de 70 pm (Falcon Corning) para su posterior separacion mediante cell-
sorting.

2. Purificacién de linfocitos Tconv v células Treq por Cell-sorting: las células

marcadas obtenidas en el paso anterior fueron separadas inmediatamente
mediante cell-sorting utilizando un equipo BD FACSAria Il. Asi, se obtuvieron
las 2 poblaciones de interés de LTconv y células Treg con una pureza post-sort
>98% para cada caso, evaluada con el mismo equipo. Adicionalmente, se tomo
una alicuota y se realiz6 el analisis de pureza para la subpoblacién de LT CD4*
CD25" (Treg) mediante una marcacion de citometria de flujo intracelular para
Foxp3. La pureza de células Foxp3* obtenida fue >97%. Las fracciones celulares
obtenidas se resuspendieron en RPMI 1640 (Gibco), suplementando con L-
glutamina (2 mM), Gentamicina (50 pg/mL), 23 mercaptoetanol (50 mM) y SFB
(Gibco) al 10%. EI numero de células viables fue obtenido mediante el recuento

en camara de Neubauer con tincion Azul de Tripan.

Ensayos de supresion in vitro

Células Tconv (CD4* CD25Y) y células Treg (CD4* CD25") de las 3 cepas,
purificadas mediante las técnicas antes descriptas, fueron co-cultivadas in vitro con el
fin de realizar ensayos clasicos de inhibicion de la proliferacion de LT. Para ello, las
células Tconv fueron tefiidas con un colorante verde éster CFSE (Invitrogen) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este colorante permite monitorear la proliferacion, dado
que es posible determinar el nimero de divisiones celulares a través de su dilucion
mediante citometria de flujo. Una vez tefiidas, fueron resuspendidas en RPMI completo
y afiadidas en una densidad de 1.10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos fondo
en U previamente sensibilizada con 1 pg/ml de anti-CD3 (BD) y 0,25 pg/ml de anti-

CD28 (BD). A continuacidn, fueron co-cultivadas con diferentes relaciones de células
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Treg resuspendidas también en RPMI completo, manteniendo siempre una densidad de
1.10° células de Tconv en cada pocillo y variando solo la cantidad de células Treg.
Como control positivo de proliferacion se dejaron pocillos con Tconv Gnicamente y
pocillos que contenian Tconv sin estimulos de activacion como control negativo de
proliferacion. El co-cultivo de Tconv-Treg fue mantenido durante 4 dias a 37°C y en
una atmosfera de CO2 al 5%; y posterior a ello el porcentaje de proliferacion/supresion

fue determinado mediante citometria de flujo.

Activacion in vitro de células Treg

Células Treg purificadas (CD4* CD25") de las 3 cepas en estudio, obtenidos por
los métodos ya descriptos, fueron resuspendidos en RPMI 1640 completo y afiadidos a
una placa de cultivo estéril de 96 pocillos fondo en U, previamente sensibilizada con 1
ug/ml de anti-CD3 (BD) y 0,25 ug/ml de anti-CD28 (BD). Las células fueron afiadidas
en una densidad de 2.10° células/pocillo e incubadas durante 72 hs a 37°C y en una
atmosfera de CO2 al 5% en presencia 0 no de IL-2 recombinante humana (IL-2rh,
PeproTech) a diferentes concentraciones (50, 100 o 200 Ul/ml) segun sea indicado en
cada experimento en la seccion de resultados. Transcurrido el tiempo de incubacion las
células fueron recolectadas y sus caracteristicas fenotipicas post activacion fueron

determinadas mediante citometria de flujo como antes ya se indico.

Induccion de células Treg in vitro

Células Tconv naive (CD4" CD25 CD62L" CD44") obtenidos por métodos antes
descriptos a partir de CMN de bazo de las 3 cepas en estudio, fueron resuspendidas en
RPMI completo e incubadas en una placa estéril de 24 pocillos fondo chato,
previamente sensibilizada con 2 pg/ml de anti-CD3 (BD) y 0,25 pg/ml de anti-CD28
(BD) en presencia o no de 100 Ul/mL IL-2rh y 5 ng/mL de TGF-Br (ambos de
PeproTech). Las células fueron afiadidas en una densidad de 500.10° células/pocillo y
mantenidas en estufa a 37°C y 5% de CO- durante 5 dias. En algunos pocillos las
células Tconv fueron incubadas sin la adicion del medio polarizante hacia células Treg,
para ser usados como control negativo de induccion de Foxp3. Finalmente, las células
fueron recolectadas y el porcentaje de induccion de Foxp3 para cada cepa, fue
determinado mediante citometria de flujo. Ademas, en las células Foxp3+ inducidas de
las 3 cepas se evaluo niveles de expresion de moléculas relacionados a fenotipo y

funcién de una célula Treg mediante citometria de flujo.

Activacion in vitro de células Treg en presencia de citoquinas inflamatorias
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Células Treg esplénicas purificadas (CD4*CD25™) de las 3 cepas en estudio,
obtenidos por los métodos ya descriptos, fueron resuspendidos en RPMI 1640 completo
y afiadidos a una placa de cultivo estéril de 96 pocillos fondo en U, previamente
sensibilizada con 1 pg/ml de anti-CD3 (BD) y 0,25 pg/ml de anti-CD28 (BD). Las
células fueron afadidas en una densidad de 2.10° células/pocillo e incubadas durante 72
hs a 37°C y en una atmosfera de CO2 al 5% en presencia de las siguientes
combinaciones de citoquinas recombinantes: IL-2 recombinante humana (I1L-2rh,
PeproTech) (200 Ul/ml), IL-2r (200 Ul/mL) + IL-6r (15 ng/mL), IL-2r+ IFN-yr (100
ng/mL). Transcurrido el tiempo de incubacion las células fueron recolectadas y sus
caracteristicas fenotipicas post activacion fueron determinadas segun se indica en la

seccion de resultados, mediante citometria de flujo como antes ya se indicé.

Evaluacién de la via de sefializacion de 1L-2

Tincién de STATS fosforilado

Para determinar la fosforilacion de la proteina STATS5, células Treg purificadas

(CD4* CD25"), provenientes de CMN de bazo de las 3 cepas, fueron resuspendidas en
RPMI completo y mantenidas en “reposo” durante 1 hora en una placa estéril de 96
pocillos fondo chato a 37°C y 5% de CO.. Las células se agregaron en una densidad de
200.10% células/pocillo. Pasado el tiempo de reposo, se afiadié6 RPMI completo
adicionado con 200 UI/mL de IL-2rh (PeproTech). La induccion de STAT5p fue
monitoreada a diferentes tiempos de incubacion luego de la adicion de IL-2 (0, 30 y 60
minutos). Cumplido el tiempo de incubacion correspondiente con IL-2, las células
fueron inmediatamente fijadas con 200 pL de paraformaldehido.al 2% (p/vol) durante
20 minutos a 37 °C. Luego, las células fueron centrifugadas a 2000 rpm a 4 °C durante 5
minutos. El pellet celular obtenido fue resuspendido y permeabilizado inmediatamente
con 200 pL de metanol frio (BD Phosflow, Perm Buffer I1I; BD Biosciences) al
100%(vol/vol). Luego de una incubacién en hielo por 30 minutos, las células fueron
lavadas 2 veces en PBS suplementado con SFB al 1,5% vy tefiidas durante 60 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad con diluciones adecuadas de anticuerpos
monoclonales para STAT5p (PE; clon pY694; BD), moléculas de superficie relevantes
y Foxp3; conjugados a fluorocromos convenientemente seleccionados. Finalmente, las
células tefiidas obtenidas para cada cepa fueron resuspendidas en 200 uL. de PBS para

ser adquiridas en un citometro de flujo y el porcentaje de induccion/degradacion de
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STATS5p en células Treg de las 3 cepas en estudio fue analizado mediante el uso del
software FlowJo (Version 10.0.7r2).

Tincién intracelular de GRAIL, OTUB-1, STUB-1 y USP7 por citometria de flujo

Para determinar los niveles de expresion de estas moléculas, células Treg

esplénicas purificadas y obtenidas por métodos antes descriptos, fueron resuspendidas en
RPMI completo y mantenidas en “reposo” durante 1 hora en una placa estéril de 96
pocillos fondo chato a 37°C y 5% de CO.. Las células se agregaron en una densidad de
500.10° células/pocillo. Pasado el tiempo de reposo, se afiadié RPMI completo adicionado
con 200 Ul/mL de IL-2rh (PeproTech). La expresion de GRAIL y OTUB-1 fue
monitoreada a los mismos tiempos que pSTAT5S luego de la adicion de IL-2 (0 y 30
minutos). Cumplido el tiempo de incubacidn correspondiente con IL-2, las células
primero fueron tefiidas con marcadores de superficie (anti-CD4 y anti-CD25) e
inmediatamente fijadas con 100 pul. de buffer de fijacion para Foxp3 (eBioscience)
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Luego, las células fueron centrifugadas a
2000 rpm a 4 °C durante 5 minutos. El pellet celular obtenido fue resuspendido y
permeabilizado inmediatamente con 100 pL de buffer de permeabilizacion provisto por
el Kit del fabricante. Luego de una incubacion en hielo por 45 minutos, las células fueron
lavadas con 100puL del buffer de lavado 10X y tefiidas durante 45 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad con diluciones adecuadas de: anticuerpo primario anti-GRAIL y
anti-OTUB-1 (rabbit, ABCAM), moléculas de superficie relevantes y anti-Foxp3
(eBioscience). Luego, las células fueron incubadas con un anticuerpo secundario anti-
rabbit IgG (Biolegend) conjugado a un fluorocromo conveniente durante 20 minutos. Las
células obtenidas para cada cepa fueron resuspendidas en 200 pL de PBS para ser
adquiridas en un citémetro de flujo. Como control se utilizaron células con el agregado
de anticuerpo anti-rabbit marcado con fluorocromo, pero sin anti-GRAIL o anti-OTUB-
1 (ac primario) para descontar cualquier inespecificidad. Ademas, se utiliz6 como control

positivo la linea celular HEK293 marcadas con el mismo procedimiento antes descripto.

La determinacion de la expresion de STUB-1 y USP7 por citometria de flujo fue
realizada de manera similar utilizando células Treg esplénicas purificadas de acuerdo con
métodos antes descriptos. Luego de la tincion superficial, 500.10° células Treg de cada
cepa fueron fijadas con 100 pL de buffer de fijacion para Foxp3 (eBioscience) durante 45
minutos a 37 °C. Posteriormente, las células fueron lavadas y centrifugadas a 2000 rpm a

4 °C durante 5 minutos. El pellet celular obtenido fue resuspendido y permeabilizado
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inmediatamente con 100 pL de buffer de permeabilizacion provisto por el Kit del
fabricante. Luego de una incubaciéon en hielo por 45 minutos, las células fueron lavadas
con 100uL del buffer de lavado 10X y tefiidas durante 45 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad con diluciones adecuadas de: anticuerpo primario anti-STUB-1 y anti-USP7
(rabbit, ABCAM), moléculas de superficie relevantes y anti-Foxp3 (eBioscience). Luego,
las células fueron incubadas con un anticuerpo secundario anti-rabbit 1gG (Biolegend)
conjugado a un fluorocromo convenientemente seleccionado durante 20 minutos. Como
control se utilizaron células con el agregado de anticuerpo anti-rabbit marcado con
fluorocromo, pero sin rabbit anti-STUB-1 o anti-USP7 (ac primario) para descontar
cualquier inespecificidad. Finalmente, las células obtenidas para cada tincion fueron
resuspendidas en 200 uL. de PBS para ser adquiridas en un citémetro de flujo FACs-
CANTO Il (BD Biosciences) y analizadas mediante el uso del software FlowJo (Version
10.0.7r2).

gPCR en Tiempo Real

Tres millones de células Treg fueron purificadas a partir de un pool de bazos de
las cepas NOD, B6 y BALB/c. Las mismas fueron resuspendidas en TRizol (Invitrogen)
y posteriormente el ARN fue extraido de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
partir del ARN obtenido se realiz6 una Retro-transcripcion obteniendo ADNc mediante
el uso del Sistema de Transcripcion Reversa (Promega). Para el gen Rnf128 (GRAIL) el
ADNCc se amplifico por PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan predisefiadas
(Applied Biosystems) y su expresion fue determinada de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se utilizaron sondas con los siguientes numeros de identificacion del
ensayo Applied Biosystems: Rnf128, Mn00480990.m1 y Rn18s, Mn03928990.91. Para
cada muestra, la abundancia de ARNm se normaliz6 a la cantidad de ARN 18S enddgeno
y se expresd como unidades arbitrarias y la PCR cuantitativa en tiempo real se realiz6 en

un instrumento StepOneTM (Life technologies).

Los primers utilizados para la amplificacion de los genes Foxp3, OTUB-1, SOCS3,
STUB-1, USP7, Tetl, Tet2, Tet3 y DNMT1 fueron los siguientes: OTUB1_F: 5’-CGA
CTCCGAAGGTGTTAACTGT-3’yOTUBL R:5-GAGGTCCTT GATCTTCTG
TTG G-3” (macrogen); SOCS3 _F: 5°- TGC GCC TCA AGA CCT TCA G-3’ y
SOCS3_R: 5’- GCT CCA GTA GAA TCC GCT CTC- 3’ (macrogen); STUBL_F: 5°-
CCC CCG CCCCTC CCG CACTC-3"ySTUBL R: 5°- CAT GCC AGC TCC GCC
CCA CA- 3’(macrogen); USP7_F:5-CCCTCCGTGTTT TGT GCG A-3’y USP7_R:
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5’- GAC CAT GAC GTG GSS TCA GA- 3’ (macrogen); TET1_F:5’-GAG CCT GTT
CCT CGA TGT GG-3 y TET1_R: 5-CAA ACC CAC CTG AGG CTG TT-3’;
TET2_F: 5-AGA GCC TCA AGC AAC CAA AA-3’ y TET2_R: 5’-ACA TCC CTG
AGA GCT CTT GC-3’; TET3_F: 5°-TCC GGA TTG AGA AGG TCA TC-3’ y
TET3_R: 5’-CCA GGC CAG GAT CAA GAT AA-3’; DNMT1_F:5-GTG GGG GAC
TGT GTC TCT GT-3' y DNMT1_R: 5-ACC AAC TCG GTA CAG GAT GC-3’. La
expresion de estos genes fue normalizada al gen eEF2 enddgeno y las secuencias de
primers utilizadas fueron: eEF2_F: 5’-AAG CTG ATC GAG AAG CTG GA -3’y
eEF2_R:5’-CCC CTC GTATAG CAG CTC AC -3’ (SIGMA). La PCR cuantitativa se
realizd en un instrumento StepOneTM (Life technologies) utilizando SYBR® Select
Master Mix (Life Technologies).

Cada experimento de qPCR se realizo al menos por triplicado, en un volumen
final de 20 pL. Después de realizar el ciclo térmico, los datos de amplificacion de gPCR
se analizaron utilizando el software StepOne (Applied Biosystems). La cuantificacion de

la expresion del ARNm de cada gen fue calculada utilizando el método 24T,

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism (version
7.00). A menos que se indique lo contrario, en todos los andlisis los valores p fueron
calculados mediante el test estadistico ANOVA de una via y posterior comparacion
multiple de Bonferroni. En aquellos analisis donde correspondia segin el disefio
experimental, se aplico el test ANOVA de dos vias y posterior comparacion multiple de
Tukey. Los resultados se presentaron como promedio + error estandar de la media (SEM).
Valores de * p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,001 y **** p<0,0001 se los considerd

estadisticamente significativos.
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