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RESUMEN

Hace un siglo Paul Ehrlich propuso que el sistema inmune estaba programado

para  evitar  la  generaci6n  de  respuestas  autoinmunes  en  lo  que  denomin6  "horror

autotoxicus" (Himmelweit,1956-1960).  En la actualidad los avances en el estudio de la

tolerancia  inmunol6gica  han  permitido  determinar  que  existen  varios  tipos  celulares

dentro del sistema inmune que presentan capacidad supresora o inmunomodulatoria.

Dentro  de  estos,   los  linfocitos  T  reguladores  (Tregs)  son  una  de  las  poblaciones

celulares   mss  relevantes  para  la  mantenci6n  de  la tolerancia en  el sistema  inmune.

Existen 2 tipos de Tregs: los Tregs naturales (nTregs) que son producidos en el timo y

forman  parte  de  los  mecanismos  de tolerancia  central,  y  los  linfocitos T  reguladores

que son inducidos en la periferia (iTregs) a partir de linfocitos T virgenes (LT virgenes)

en  ambientes  tolerogenicos.  En  este  punto  es  de  gran  importancia  la  presencia  de

factores  solubles,  en  particular  citoquinas  como  TGF-P,  acido  retin6ico  e  IL-2  que

inducen   la  expresi6n  del  factor  de  transcripci6n   FoxP3,   regulador  maestro  en  el

desarrollo   y   funci6n   de   los   Tregs.   En   base   a   esto,   un   posible   mecanismo   de

generaci6n de Tregs seria  la generaci6n de factores solubles que   cooperarian en  la

generaci6n   de   este   subtipo   celular   permitiendo   una   generaci6n   a   distancia,   sin

descartar un posible aporte del contacto celular.

El objetivo de este trabajo fue estudiar las propiedades de los factores solubles

que     se     producen     durante     la     generaci6n     de     Tregs     alog6nicos     /.n     v/.fro.

Sorprendentemente  estos  factores  solubles  (medios  condicionados)  fueron  capaces

de  inducir  el  factor  de  transcripci6n  FoxP3  en  LT  virgenes  activados  con  c6lulas
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presentadoras de antigeno (APCs), generando Tregs.  Los Tregs generados expresan

marcadores   de   actividad   de   Tregs   e   inhiben   la   producci6n   de   citoquinas   y   la

proliferaci6n   de   LT  efectores  /.r]  v/.fro.   En   resumen,   estos   resultados  indican   que

durante   la  generaci6n   de  Tregs   se   producen  factores  solubles   que   permiten   la

generaci6n de Tregs con actividad supresora.
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ABSTRACT

A  century  ago  Paul  Ehrlich  proposed  the  idea  that  the  immune  system  was

programmed  to  avoid  the  generation  of  autoimmune  responses  in  what  he  called

"horror   autotoxicus"   (Himmelweit,   1956-1960).   Today's   advances   in   the   study   of

immune  tolerance  have  identified  several  cell  types  within  the  immune  system  that

have  suppressive  or  immunomodulatory  capacity.  Within  these,   regulatory  T  cells

(Tregs)  are  one  of the most relevant managers  in  maintaining the  immune tolerance.

Natural  Tregs  are  produced  in  the  thymus  as  part  of central  tolerance  mechanisms,

however there are also regulatory T cells that are induced in the periphery from naive T

cells   in   tolerogenic  environments  where  many  signals   must  coexist  to   allow  this

generation.  At  this  point  is  very  important  the  presence  of  soluble  factors,  including

cytokines such as TGF-P,  retinoic acid and IL-2 to induce the expression of FoxP3.  On

this  basis,  a  possible  mechanism  for  Tregs  generation  could  be  the  production  of

soluble factors that might cooperate in the generation of this lymphocyte, without ruling

out a possible contribution of cell contact.

The  aim  of this work was  to  study the  properties  of soluble factors  produced

during  the  /.n  v/.fro  generation  of  allogeneic  Tregs.  Surprisingly  these  soluble  factors

(conditioned media) were capable of inducing the transcription factor FoxP3 on na.ive T

cells  activated   by  antigen   presenting   cells,   generating  Tregs.   This  Tregs  express

several   activation   Tregs   markers,   inhibit   cytokine   production   and   proliferation   of

effector T  cells.  In  summary,  these  results  showed  that  Tregs  generation  produced

soluble factors with the capacity to induce Tregs
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1,    INTRODUCCION

1.1         Exposici6n general del problema yfundamentaci6n te6rica

El   sistema   inmune   es   el   encargado   de   proteger   al   organismo   mediante

mecanismos eficaces de defensa frente a los diversos   pat6genos que se encuentran

en  el  ambiente.  Al  mismo  tiempo  el  sistema  inmune  es  responsable  de  mantener  la

tolerancia a moleculas propias que podrian ser reconocidas como extrafias y mol6culas

extrafias que  no  representan  un  peligro.  Esta tolerancia frente  a  mol6culas  propias  o

mol6culas  inocuas  se  denomina  tolerancia  inmunol6gica  y  representa  un  fen6meno

activo.   Cuando   este   fino   equilibrio   entre   inmunidad   y   tolerancia   se   pierde   sus

consecuencias     son     el     desarrollo     de     mtlltiples     enfermedades     ya     sea     de

inmunodeficiencia o autoinmunidad.

Los   Tregs   participan   de   manera   vital   en   los   mecanismos   de   tolerancia

inmunol6gica     al     mantener    la     homeostasis     celular,     Ia     protecci6n     contra     la

autoinmunidad,  prevenir respuestas  inmunes excesivas contra pat6genos o al6rgenos

y    ayudar  a  mantener  la  microflora  comensal  (Belkaid  y  Tarbell,  2009)  (Sakaguchi  y

cols, 2006) (Sakaguchi y cols, 2008).

Los  Tregs  fueron  inicialmente  descritos  en  el  modelo  murino  por  Sakaguchi

(Sakaguchi  y  cols.   1995)     como  linfocitos  T  que  expresaban  en  su  superficie  las

mol6culas  CD4  y  la  unidad  a  del  receptor  de  interleuquina  2  (CD25)  de  manera

constitutiva.   Una   mejor   descripci6n   de   esta   poblaci6n   celular   se   obtuvo   con   el

descubrimiento  de  la  expresi6n  particular  por  parte  de  estas  c6lulas  del  factor  de



transcripci6n  FoxP3.  La  p6rdida de  la expresi6n funcional  de  este gen  conlleva  a  una

proliferaci6n  severa  linfocitaria  y a  una  autoinmunidad  multiorganica  como  es  el  caso

del mutante murino denominado "scurfy" (Khattri y cols,  2003) o como lo observado en

pacientes      humanos      que      padecen      del      sindrome      de      inmunodisregulaci6n

poliendocrinopatia  y  endocrinopatia  ligada  al  cromosoma  X  (lpEX)  (Bennett  y  cols,

2001).

Se han descrito dos origenes para la generaci6n de los Tregs;   el primero es el

timo donde las c6lulas FoxP3+ son generadas en sincronfa con la selecci6n positiva de

linfocitos  T  CD4+  y  el  segundo  ocurre  en  la  periferia  donde  los  linfocitos  T  virgenes

CD4+CD25- son  convertidos  en  c6lulas  FoxP3+  en  ambientes  altamente tolerog6nicos

donde  existen  numerosas  citoquinas  que  ayudarian  a  esta  conversi6n  (Curotto  de

Lafaille y cols, 2009).

Numerosos    estudios    han    demostrado    que    los    linfocitos    T    reguladores

generados   en   el   timo,   llamados   linfocitos   T   reguladores   naturales   (nTreg),   son

producidos mediante interacciones entre el receptor de linfocitos T (TCR) y el complejo

principal    de    histocompatibiljdad    de    clase    dos    (MHC-ll)    expresado    en    ce[u[as

presentadoras existentes en este 6rgano. Esta interacci6n ocurre normalmente durante

la selecci6n de linfocitos T donde se presentan antigenos propios, sin embargo cuando

esta  interacci6n  es  mss  fuerte  de  lo  habitual,  es  decir  el  TCR  reconoce  con  mayor

avidez  p6ptidos  propios  en  el  contexto  de  mol6culas  MHC-ll,  entonces  este  linfocito

puede   convertirse   en   un   nTreg   migrando   a   la   periferia   (Apostolou  y   cols,   2002;

Sakaguchi y cols, 2001).
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Los  LT  virgenes  pueden  ser  inducidos.  a  expresar  el  factor  de  transcripci6n

FoxP3  mediante  diversos    mecanismos,  como  por  ejemplo  la  activaci6n  /.n  vt.fro  en

presencia  del  factor  de  crecimiento  transformante  P  (TGF-B)  e  interleuquina  2  (lL-2)

(Zheng   y  cols,   2007;   Davidson   y  cols,   2007),   Ia   exposici6n   +.n   v7.vo  a   cantidades

subinmunog6nicas  de  p6ptido  entregado  mediante  la  utilizaci6n  de  bombas  osm6ticas

(Apostolou  y  cols,  2004),  la  utilizaci6n  de  antigenos  acoplados  a  anticuerpos  contra

DEC205   (CD205)   expresado   por   c6lulas   dendriticas   toler6genicas   en   sistemas

transg6nicos (Mahnke y cols, 2003).

En   condiciones   fisiol6gicas,   los   linfocitos   T   reguladores   inducibles   (iTregs)

pueden ser generados en el ganglio mesent6rico durante la inducci6n de tolerancia oral

(Coombes  y  cols,  2007;  Mucida  y  cols,  2005),  o  en  la  lamina  propia  del  intestino  en

respuesta a la microbiota y a los antigenos alimenticios (Sun y cols, 2007). Tambi6n se

producen  en  tejidos  que  presentan  inflamaci6n  cr6nica  (Curotto  de  Lafaille  y  cols,

2008) y en tejidos trasplantados (Cobbold y cols, 2004).

En  conclusi6n,  el  microambiente  en  el  que  ocurre  la  generaci6n  de  iTregs   es

diverso y atln posee muchas inc6gnitas, sin embargo se han definido tres componentes

necesarios  para  la  conversi6n  de  LT virgenes  a  iTregs:  Ia  estimulaci6n  a  traves  del

TCR, la presencia TGF-P y de lL-2.

La  citoquina  TGF-P  pertenece  a  una  familia  de  citoquinas  regulatorias  que

poseen funciones  pleiotr6picas  en  una  amplia  gama de  linajes  celulares  involucrando

numerosos  procesos  como  la  embriog6nesis,  carcinog6nesis  y  la  respuesta  inmune

(BIobe  y  cols,  2000).  En  mamiferos  se  han  identificado tres  miembros  de  esta familia
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(TGF-B1, TGF-82,  and TGF-P3) siendo TGF-BI  Ia que predominantemente se expresa

en el sistema inmune (Li y cols, 2006).

La  activaci6n  /.n  vt.fro de  LT virgenes en  presencia  de TGF-B  genera  actividad

supresora  que  se  encuentra   ligada  a   la   inducci6n   de   la   expresi6n   del  factor  de

transcripci6n  FoxP3  (Chen  y  cols,  2003;  Fantini  y  cols,  2004;  Wan  y  Flavell,  2005).

Esta inducci6n estaria mediada por el reclutamiento del factor de transcripci6n Smad3

a  un  elemento  activador  de  FoxP3  (Tone  y  cols,  2008).   La  generaci6n  de  Tregs

inducida por TGF-B se ve aumentada cuando ocurre en presencia de lL-2 (Davidson y

cols, 2007).  La sefializaci6n mediada por lL-2 activa e[ factor de transcripci6n STAT5 e[

que se une al promotor de FoxP3 aumentando su expresi6n (Burchill y cols, 2007).  Por

lo tanto la expresi6n de FoxP3 en LT virgenes activados en presencia de TGF-P e lL-2

se deberia a un efecto complementario o sin6rgico de la acci6n de varias cascadas de

sefializaci6n.

Las  celu[as  dendriticas   (DC)  tienen   un   importante  ro[  en   la  generaci6n  de

iTregs.   Se  ha  descrito  que  en  particular  las  DC  asociadas  a  tejido  intestinal  que

expresan  el  marcador de  superficie  CD103  (integrina  aEP7),  promueven  la  conversi6n

de   LT  virgenes  a   iTregs   (Coombes  y  cols,  2007).  Ademas  estas   DC  poseen   la

capacidad  de   inducir  la  expresi6n   de   receptores  de   homing   a  intestino,   como  la

integrina  a4P7  y  el  receptor  de  quimioquina  CCR9,  en  los  linfocitos  T  (Mora  y  cols,

2003).  Se  ha  demostrado  que  la  capacidad  de  las  DCs  de  inducir  la  expresi6n  de

receptores  de  homing  a  intestino  esta  asociado  a  la  capacidad  de  producir  acido

retin6ico  (RA)  a  partir  de  retinol.  E[  acido  retin6ico  por tanto  es  capaz  de  inducir  ]a



expresi6n  de  receptores  de  homing  a  intestino  en  linfocitos  T  (lwata  y  cols,  2004;

Svensson y cols, 2008).

Estudios  posteriores  demostraron  que    el  RA  actda  en  sinergia  con    TGF-P

durante  la  generaci6n  de  iTregs  puesto  que  el  porcentaje  de  iTregs  generados  al

utilizar anticuerpos neutralizadores de TGF-P asf como inhibidores de los receptores de

acido retin6ico se ve disminuido (Benson  y cols,   2007; Coombes y cols,   2007; Mucida

y  cols,    2007;    Sun    y  cols,    2007).  Estos  datos  en  conjunto  con  los  mencionados

anteriormente  permiten  concluir  que  el  acido  retin6ico  no  solo  induce  receptores  de

homing  a  intestino  en  los  linfocitos  T sino  que tambi6n  coopera  en  la  generaci6n  de

tolerancia  en  el  intestino  a  trav6s  de  la  generaci6n  de  iTregs  mediada  por  c6Iulas

dendriticas CD103+   (Coombes y cols, 2007). Ademas estudios recientes demostraron

que  el  RA inhibe  la  generaci6n  de  linfocitos Thl7  (Mucida y cols,  2007)  (Elias y  cols,

2008).   Este   subtipo   linfocitario   esta   asociado   a  fen6menos   de   autoinmunidad   e

inflamaci6n  y  es  generado  en  presencia  de  TGF-P  e  IL-6  y  se  caracterizan  por  la

secreci6n de IL-17. Estos estudios han demostrado que la presencia de acido retinoico

generaria un ambiente tolerogenico donde la adici6n de RA mas TGF-P favoreceria la

generaci6n  de Tregs por sobre  la generaci6n de  linfocitos Thl7  (Mucida y cols,  2007)

(Elias y cols, 2008).

EI  RA  actda  a  nivel  g6nico  aumentando  la  expresi6n  del  factor transcripcional

FoxP3.  Esto ocurre debido a la existencia de dos familias de   receptores nucleares de

acido  retin6ico;  el  receptor  de  acido  retin6ico  (RAR)  y  el  receptor  de  retinoides  X

(RXR).  Estos dos grupos de receptores forman  heterodimeros  RXR/RAR que pueden

funcionar  tanto  como  activadores  o  represores  transcripcionales  dependiendo  de  la
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disponibilidad y el tipo de ligando retinoide presente.   Para el caso de la inducci6n de la

expresi6n de FoxP3, se ha demostrado que el acido retin6ico se une preferencialmente

al  receptor  nuclear  RAR.  Esta  uni6n  induce  la  acetilaci6n  del  promotor de  FoxP3,  lo

que  genera  un  cambio  en  la  conformaci6n  de  la  cromatina  hacia  una  conformaci6n

abierta  facilitando su transcripci6n (Kim, 2008).

En la actualidad se han descrito varios marcadores de superficie para identifjcar

Tregs,  sin embargo el  dnico  marcador exclusivo  en el  modelo  murino  continua siendo

el factor de transcripci6n FoxP3.  Por otra parte, es posible realizar una caracterizaci6n

fenotipica  de  este  tipo  celular djstinguiendo  dos  subgrupos  de  moleculas.  La  primera

hace  relaci6n  a  mol6culas  asociadas  a  su  funci6n  supresora  como:  CD101  CTLA-4,

Lag-3,  CD103,  Garp y  CD39  (Fernandez y  cols,  2007;  Wang  y  cols,  2009;  Deaglio  y

cols,  2007;  Read  y  cols,  2006)  y  la  segunda,  a  mol6culas  asociadas  al  homing  que

presentan  estas  c6Iulas  como:  CD62L,  CD49d,  CCR4,  CCR6,  CCR7,  CCR9,  entre

otras Ovei y cols, 2006).

La   integrina   orEP7  (CD103)  fue   inicialmente  descrita   como   un   marcador  de

linfocitos T intraepiteliales resjdentes en ]a pared intestinal y en otros epitelios como el

de la piel o   pulmonar.  El  dnico ligando identificado para esta integrina es  E-cadherina

la  que  se  expresa  en  c6lulas  epiteliales  pero  no  asi  endoteliales.  La  expresi6n  de

CD103   en   Tregs   esta   estrechamente   ligada   a   su  funci6n   supresora   habi6ndose

descrito  que  la fracci6n  CD103+  es  una  subpoblaci6n  de  alto  poder supresor tanto  /.n

v/.fro  demostrado   mediante  ensayos  de  supresi6n,   asi  como  /.n  v/.vo  inhibiendo  la

generaci6n de colitis (Lehmann y cols, 2002).
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CD101  es una glicoproteina de transmembrana tipo  I de 1021  aminoacidos que

contiene  siete  sitios  de  glicosilaci6n  en  su  dominio  extracelular  y  una  corta  porci6n

citoplasmatica  que  contiene varios  sitios  de  consenso  de fosforilaci6n.  Es  expresada

por monocitos, granulocitos, c6Iulas dendriticas y linfocitos T activados.   CD101  ha sido

descrita como un regulador negativo en la activaci6n de linfocitos T humanas y ha sido

asociada a funciones tolerog6nicas en  DC.  Su expresi6n en Tregs ha sido asociada a

linfocitos   de   alta   capacidad   supresora   /.n   v/.fro   mediante  ensayos   de  supresi6n  y

mediante modelos /.n v/.vo (Fernandez y cols, 2007).

GARP  es  un  receptor  hu6rfano  de  tipo  toll,  compuesto  de  repetidos  ricos  en

leucina.  Su  expresi6n  es  casi  indetectable  en  nTregs  pero  luego  de  su  activaci6n

mediante  el  TCR  aumenta  considerablemente  en  su  superficie.  La  inducci6n  de  la

expresi6n  de  GARP  en  LT  virgenes  les  confiere  un  fenotipo  regulatorio  mediante  la

expresi6n  de  FoxP3 y funci6n  supresora.  Por otra  parte,  el  knock down  de GARP en

Tregs     de  origen  murino  reduce  su  capacidad  supresora  aunque  se  mantiene  la

expresi6n de FoxP3.  Por lo tanto la expresi6n de GARP ha sido asociada a la funci6n

supresora de los Tregs y a su estado de activaci6n (Battaglia y Roncarolo, 2009).

La familia  de factores  de transcripci6n  lkaros  esta  compuesta  por 5  proteinas

que  unen  DNA.  Dos  de  sus  miembros;  Eos  y  Pegasus  estan  expresados  en  una

diversidad de tejidos,  mientras que los otros tres;  [karos,  Helios y Aio[os solo han sido

reportados dentro del sistema hematopoy6tico.  Su  mecanismo de acci6n  at]n  no esta

claramente  descrito  pero  se  cree  que  regulan  la  transcripci6n  g6nica  mediante  la

remodelaci6n   de   la   cromatina   y   estudios   han   demostrado   que   lkaros   y   Helios

interactdan  en  la  remodelaci6n  del  nucleosoma  y  en  el  complejo  de  metilaci6n  del
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DNA.  Este complejo es ATP  dependiente y tiene  actividad  histona  deacetilasa.  Helios

esta expresado en  un subtipo de Tregs  FoxP3+ en  rat6n y humanos,  especificamente

los nTregs,  por lo cual es una herramienta dtil para distinguir la poblaci6n de nTregs de

los iTregs (Thornton y cols, 2010).

Los Tregs son  los  principales  encargados  de  mantener la tolerancia  periferica

en el sistema inmune.  En un inicio se crey6 que su funci6n se basaba s6lo en inhibir la

proliferaci6n   de   linfocitos   T   efectores.   Sin   embargo   estudios   posteriores   /.n   v/.fro

demostraron que su  acci6n  no solo se  basa en suprimir la  proliferaci6n  de  linfocitos T

efectores, sino que tambi6n ejercen su acci6n modulando e inhibiendo la maduraci6n y

funcionalidad de DC (Vjgnali y cols,  2008).  Esto ocurriria mediante la interacci6n entre

CTLA-4 expresado en los Tregs y CD80/CD86 presente en la DC.  Por una parte,  esta

interacci6n   de   alta   afinidad   impediria   la   interacci6n   de   CD80/CD86   con   CD28

expresado  en  linfocitos  T,  afectando  la  capacidad  activadora  de  las  DC  (Sansom  y

Walker,   2006).     Por  otra  parte,   se  ha  demostrado  que  la  interacci6n  CTLA4  con

CD80/CD86  induce  la  expresi6n  de  indoleamina  2,3-dioxigenasa   (lDO)  en   las   DC

(Fallarino   y   cols,   2003;   Onodera  y   cols,   2009),   una   potente   mo]6cula   regulatoria

involucrada en  el  catabolismo de[ tript6fano que  produce  la  inhibici6n  de  la  activaci6n

de linfocitos T efectores (Mellor y Munn, 2004).

Ademas  de  los  factores  ya  mencionados,  se  ha  demostrado  que  los  Tregs

poseen   la   capacidad   de   producir  citoquinas   inhibitorias   como   IL-10,   TGF-P,   y   la

recientemente  descrita  lL-35  (Vigna]i  y  cols,  2008).  Esta  dltima  pertenece  a  la familia

de la interleuquina  12 en Ia que tambi6n se encuentra la lL-23 y la IL-27.   Estas cuatro
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interleuquinas son heterodimeros compuestos de una cadena a (pl9, p28 o p35) y una

cadena a (p40 o Ebi3) tal como se muestra en la fig.  1.

•Indu€€16n   de T-be.

•Dif€renciacl6n a Thl

•Inhil)icibn de la

g¢neJa€i6ndeThl7
qndut{idn   de 11-10
•Supresi6n   de la

prorfu{{i6n de lL-2

p35 -p40        pl9-p40

•Pr odr{{ldn de lFNry

•Diferencia€idny

in anten{lch Thl

•Piollferacl6n y

produccidn  de

lfN-t par c€lulas

Thl  de memoria
•Diferen¢lacl6n  a

Thl7

Fi.gura  7.  Familia  de  la  interleuquina  12.  La  lL-35  es  producida  por los Tregs y  actuaria

sobre los mismos Tregs afectando su  proliferaci6n,  generaci6n y expansion.  (Modificado de

Yoshida y cols, 2008)

A pesar de que sus receptores comparten  ciertas caracteristicas estructurales,

su  fuente,  actividad  y  cineticas  de  expresi6n  son  diferentes.  Aunque  aun  no  ha  sido

posible determinar las mol6culas involucradas tanto en el receptor de  lL-35 como en la

posterior sefializaci6n mediada por esta citoquina, es altamente probable que comparta

algunas  moleculas  con  otras  ya  presentes  en  el  receptor  y/o  sefializaci6n  de  otras
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interleuquinas presentes en la fami[ia.  En particular la IL-35 fue recientemente descrita

como  una  citoquina  asociada  a  los Tregs,  involucrada tanto  en  la supresi6n  mediada

por  estas  c6lulas  (Collison  y  cols,  2009a)  como  en  su  expansi6n  (Castellani  y  col,

2010) y generaci6n (Co]Iison y cols, 2009b).  Las dltimas investigaciones rea[izadas por

este grupo determinaron que la presencia de lL-35 generaria   los denominados iT-35,

Iinfocitos T productores de IL-35 que presentan alta capacidad supresora mediada por

esta citoquina pero que carecen de la expresi6n de FoxP3 (Collison y cols, 2010).

Otros mecanismos utilizados por los Tregs para generar tolerancia es mediante

cit6lisis a trav6s de la producci6n de perforina y granzima (Vignali y cols,  2008) o bien

generando  una  disrupci6n  metab6Iica  mediante  la  expresi6n  de  CD39  y  CD73  y  la

consiguiente  producci6n  de  adenosina  (Borsellino  y  cols,  2007).  CD39  es  una  de  las

ectoenzimas dominantes dentro del sistema  inmune,  cuya funci6n  es  hidrolizar ATP  o

ADP  a  AMP  y  es  expresada  tanto  por  linfocitos  8  como  DC  y  en  varios  subtipos

linfocitarios.   Ademas  de  remover un  estimulo  pro  inflamatorio,  como  es  el  ATP,  esta

enzima   actuaria   en   conjunto   con   CD73,   otra   ectonucleosidasa,      presente   en   la

superficie de  los  linfocitos  para generar adenosina.  Este  nucle6sido tendria  un  efecto

inhibitorio suprimiendo  la  pro[iferaci6n  celular (Borsellino  y cols,  2007)  (Deaglio y cols,

2007).   Se  ha  demostrado  que  Tregs  que  expresan  CD39  /.n  v/.vo  presentan  gran

capacidad inhibitoria en  modelos de artritis inducida por colageno   (Kochetkova y cols,

2010).

Un fen6meno que ayudaria a la mantenci6n de la tolerancia periferica por parte

de  los  Tregs  seria  su  capacidad  de  convertir  LT  virgenes  a  Tregs,  en  lo  que  se

denomina   "tolerancia   infecciosa".   Este  t6rmino  fue   origina[mente   acufiado   por  los
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autores Gershon y Kondo (Gershon y Kondo,1971) y se referia a la supresi6n mediada

por celulas con caracteristicas regulatorias sobre la poblaci6n de LT virgenes,  esto en

el  contexto de trasplante de medula 6sea.  Mas tarde el  concepto fue ampliado  por el

grupo de Waldmann y Cobbold  (Qin y cols,1993)  para derjvar en  ]a definici6n  actual.

La tolerancia  infecciosa fue  descrita  como  el  proceso  mediante  el  cual  un  estado  de

tolerancia  inducida  es  transferido  de  una  poblaci6n  celular  a  otra.     Esta  definici6n

resulta ser bastante amplia y poco especifica, sin embargo en la actualidad numerosos

estudios  vinculan  este fen6meno  con  los Tregs  (Andersson  y cols,  2008)  (Jonuleir y

cols,  2002)  (Selvaraj  y  cols,  2008)  (Collison  y  cols,  2010)  demostrando  la  capacidad

que tendrian  estas  celu[as  de  inducir un fenotipo  regulatorio  en  otros  linfocitos T., Sin

embargo el mecanismo molecular mediante el cual ocurre esta generaci6n aun no esta

completamente dilucidado.

Existen varias  hip6tesis en  cuanto a  como  ocurriria  el fen6meno de tolerancia

infecciosa,  una de ellas hace relaci6n a la presencia de TGF-P unido a la superficie de

los Tregs en conjunto con el p6ptido asociado de latencia (LAP).  Este complejo unido a

la superficie seria  importante  para la funci6n supresora de los Tregs sobre linfocitos T

activados   pero  ademas  podria   inducir  c6lulas   CD4+FoxP3+  +.n   vt.fro  a  partir  de  LT

virgenes de manera dependiente de contacto. Este seria un efecto directo de los Tregs

sobre  los  LT  virgenes  independiente  de  las  APCs.  Estos  LT  CD4+FoxP3+  inducidas

mediante este  mecanismo serf an supresoras tanto /.n v/.fro como /.n  v/.vo (Andersson y

cols' 2008).

Otro  hip6tesis  descrita  para  el  fen6meno  de  tolerancia  infecciosa  involucra  la

participaci6n  de  DC  en  la  generaci6n  de  tolerancia  infecciosa.   En  el  contexto  de
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trasplante  de  piel,  Tregs  antigeno  especificos  inducirian  en  las  DC  la  expresi6n  de

enzimas  encargadas  de  consumir  varios  aminoacidos  esenciales  afectando  de  esta

manera   la   proliferaci6n   de   los   linfocitos   T   circundantes.   Esta   disminuci6n   en   la

proliferaci6n  estaria  asociada  a  una  disminuci6n  en  la  sefializaci6n  mediada  por  el

blanco  de  la  rapamicina  en  los  mamiferos  (mTOR)  induciendo  la  expresi6n  del factor

de  transcripci6n   FoxP3  en  las  c6lulas  sometidas  a  esta  escasez  de  aminoacidos

esenciales.  Este  efecto  seria dependiente de  la  activaci6n  mediada  por el TCR y del

efecto sin6rgico en conjunto con TGF-B (Cobbold y cols, 2009).

A   pesar   de   que   algunos   grupos   han   presentado   posibles   mecanismos

moleculares   de   la   tolerancia   infecciosa   es   necesario   un   mayor   estudio   de   este

fen6meno.  Esto pues en la actualidad las terapias celulares utilizando Tregs ya sea en

enfermedades autoinmunes  o en trasplantes son  cada dia mas  posibles y fen6menos

como el de tolerancia infecciosa mediada por estos Tregs podria llegar a ser perjudicial

para los pacientes a causa de la generaci6n de inmunosupresi6n no especifica.

En  este  trabajo  estudiamos  las  propiedades  de  los  factores  solubles  que  se

producen  durante  la  generaci6n  de  Tregs  al6genicos  in  vitro.  Para  esto  utilizamos

medio   de   cultivo   condicionado   por  Tregs   alogenicos   para   realizar   una   segunda

generaci6n de Tregs sin la adici6n de ningdn factor ex6geno.  Estos experimentos nos

permitieron  determinar  que  durante  la  generaci6n  de  Tregs  se  producen  factores

solubles  que  permiten  la  generaci6n  de  Tregs  con  actividad  supresora.  Ademas  se

analiz6 la capacidad   directa de Tregs   generados t.n vi.fro de convertir LT vfrgenes en

Tregs con funci6n supresora /.n v/.fro sin resultados positivos.
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1,2        HIPOTESIS

Linfocitos  T  reguladores   inducibles   producen  factores  solubles   capaces  de

generar  linfocitos T reguladores a partir de linfocitos T virgenes.

1.3        0BJETIVOS

1.3.1    0bjetivo General

Estudiar las  propiedades  de  los factores  solubles  que  se  producen  durante  la

generaci6n de linfocitos T reguladores.

1.3.2    0bjetivos Especificos

a.   Generaci6n de Tregs utilizando medio condicionado de iTregs.

b.   Caracterizaci6n fenotipica de Tregs generados utilizando el medio condicionado

de iTregs.

c.    Demostrar   mediante   ensayos   de   supresi6n   la   funcionalidad   de   los   Tregs

generados utilizando el medio condicionado de iTregs.
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2.    MATERIALES Y IV[ETODOS

2.1        Ratones

En este trabajo se utilizaron   las siguientes cepas de ratones:  Balb/c (haplotipo

H-2d),   C57BL/6  (haplotipo  H-2b),  y  el  knock-in  de  GFP  bajo  el  promotor  de  Foxp3

(Foxp3-GFP) en un background C57BL/6 (haplotipo H-2b).

Todas  las  cepas  de  ratones  se  adquirieron  en  The  Jackson  Laboratory  (Bay

Harbor,   USA)   con  excepci6n  de   la  cepa   Foxp3-GFP,   que  fue  donada   por  el   Dr.

Randolph Noelle,  King's College,  London.

Los ratones se albergaron en condiciones libres de pat6genos en el bioterio de

la  Fundaci6n  Ciencia  para  la  Vida.   La  manipulaci6n  de  los  animales  se  realiz6  de

acuerdo  a  las  normas  de  bio6tica  de  CONICYT  y  a  las  normas  institucionales  de  la

Fundaci6n Ciencia para la Vida  y la Facultad de Ciencias Universidad de Chile.

2.2       Anticuerpos y reactivos

Para   la   caracterizaci6n   fenotipica   de   las   distintas   poblaciones   celulares

mediante  citometria  de flujo,  se  utilizaron  los  sigujentes  anticuerpos  monoclonales  de

eBioscience  CD4  FITC   (clon   RM4-5),   CD4  APC-H7   (clon   GK1.5),   CD25  PE  (clon

PC65.5),  CD25  APC  (clon  PC65.5),  Foxp3  PE-Cy7  (clon  FJK-16s),  control  de  isotipo

Foxp3  (lgG  2a  PE-Cy7,   clon  eBR2a),   CD39  PE  (clon  24DMS1),   CTLA-4  PE  (clon

UC10-4F10-11),  CD101  APC  (clon  RM101),  CD103  FITC  (clon  M290),  GARP  PE  (clon
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YGIC86).    Los  siguientes  anticuerpos  se  obtuvieron  de  BD  Bioscience:  8220  PE-CY7

(clon  RA3-6b2),  CD19  APC-H7  (clon  lD3),  CDllc  PE  (clon  HLE)  e  I-Ad  FITC  (clon

ams-32-1) y de Biolegend: HELIOS ALEXA 647 (clon 22F6).

Para la activaci6n de LT para los ensayos de supresi6n se utiliz6 el anticuerpo

a-CD3 de eBioscience (clon  145-2C11).

Para   la   generaci6n   de   Tregs   se   utiliz6   medio   ]MDM   (lscove's   Modified

Dulbecco's Media) suplementado con   2-mercaptoetanol 50 uM (Invitrogen),  Fungizona

0,25    LIg/ml    (lnvitrogen),     10°/o    de    suero    fetal    bovino    (SFB)(lnvitrogen),    TGF-P

(eBioscience) [2 ng/ml],  IL-2 (eBioscience) [10 ng/ml] y RA (Sigma-Aldrich) [10 nM].

2,3       Purificaci6n   de   c6lulas   presentadoras   de   antigeno   (APC)   y   c6lulas

dendriticas de bazo (DC)

La preparaci6n de APCs se hizo a partir de esplenocitos obtenidos de bazo de

ratones   Balb/c.      Esta   preparaci6n   esta   compuesta   de   c6lulas   dendriticas   (DC),

linfocitos 8, macr6fagos, celulas mieloides supresoras y otras poblaciones celulares no

identificadas (ver figura 3 en resultados).

Para  la  purificaci6n  de  las  APC,  el  bazo  se  disgreg6  mecanicamente  y  se

resuspendi6 en 5 ml de PBS +  10% suero fetal bovino (SFB).   Los tejidos se digirieron

en  presencia  de  1  mg/ml  de  colagenasa  D  (Roche)  y  20  Lig/ml  de  DNAsa  I  (Sigma),

durante 45 minutos a 37°C en agitaci6n.   Posteriormente, la suspensi6n celular se pas6
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a trav6s de ce// sfra/'ners de 70prm y los g16bulos rojos se lisaron resuspendiendo en 2

ml  de  una  soluci6n  hipot6nica  de  cloruro  de  amonio  (NH4Cl  0,15M,  KHC0310mM  y

Na2EDTA 0,1mM,  pH 7,2-7,4) e incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Luego,  las  c6lulas  se  lavaron  una vez con  10  ml  de  PBS  +  0.5%  SFB  + 2  mM  EDTA

(buffer  MACS)  y  se  incubaron  durante  20  minutos  a  4°C  en  agitaci6n  con  100  Ill  de

MACS anti-CDllc de rat6n  (clon  N418)  (Miltenyi  Biotec)  por cada  lxl08 de celulas en

un volumen final de 400ul de buffer MACS.

Se utiliz6 una preparaci6n enriquecida en DCs, para los ensayos de supresi6n y

de  tolerancia  infecciosa  que  se  obtuvo  de  las  misma  manera  que  en  el  protocolo

anterior solo  que  se  utiliz6  30  Hl  de  MACS  anti-CDllc  de  rat6n  (clon  N418)  (Miltenyi

Biotec) por cada lxl08 de c6lulas en un volumen final de 300prl de buffer MACS.

En  ambos  casos,  luego de  la  incubaci6n  con  MACS anti-CDllc,  las  c6Iulas se

lavaron  una vez con  10  ml  de  buffer MACS,  se  resuspendieron  a  lxl08 c6lulas/ml  en

buffer  MACS   y  se  seleccionaron   positivamente   usando   un   magneto   (VarioMACS,

Miltenyi  Biotec).    En  ambos  tipos  de  preparaciones  se  colect6  Ia  fracci6n  positiva  la

cual  contiene  la  fracci6n  enriquecida  en  c6lulas  CDllc+.     EI  porcentaje  de  c6lulas

dendriticas  y  ljnfocitos  8  en  estas  preparaciones  se  verific6  por  citometria  de  flujo

mediante  la  expresi6n  de  CDllc,   I-Ad,   8220  y  CD19.  Ademas  se  utilizaron  otros

anticuerpos  como  F4/80,  GR-1,  CDllb  y  CD3  para  analizar  la  existencia  de  otras

poblaciones celulares en la preparaci6n
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2.4        Purjficaci6n linfocitos T virgenes (CD4+CD25-)

Los  linfocitos  T  virgenes  (LT virgenes)  se  obtuvieron  a  partir  del  bazo  de  un

rat6n  por selecci6n  inmunomagn6tica negativa  (unfouchedy.   Para ello se perfundi6 un

bazo  de  rat6n  con  RPMl  +  100/o  SFB  y  las  c6Iulas  se  centrifugaron  a  600  x  g  por 7

minutos  a  4°C.     Posteriormente  se  lisaron  los  g16bulos  rojos  con  2  ml  de  soluci6n

hipot6nica  de  cloruro  de amonio  (NH4Cl  0,15M,  KHC0310mM y Na2EDTA 0,1mM,  pH

7,2-7,4) durante 5 minutos a temperatura ambiente.   Las c6lulas se lavaron con  10 ml

de  buffer  MACS  y  se  centrifugaron  a  600  x  g   por  7  minutos  a  4°C.     Luego  se

resuspendieron  en  40  HI  de  buffer por cada  lxl07 c6lulas,  se  agreg610  Hl  de  Biotin-

Antibody Cocktail  por cada  1  xl07 c6Iulas totales y se incubaron durante  10  minutos a

4°C   en   agitaci6n.      Posteriormente,   sin   lavar  las   c6lulas,   se   agregaron   20   HI   de

particulas  anti-Biotin  por cada  1  xl07  mas  30  Hl  de  buffer MACS  por cada  1  xl07 de

c6lulas  totales  y  se  incubaron  por  20  minutos  mss  a  4°C  en  agitaci6n.  Transcurrido

este   tiempo   las   c6lulas   se   lavaron   una   vez   con   10   ml   de   buffer   MACS,   se

resuspendieron  a  lxl08 c6Iulas/ml  en  buffer MACS y se  recolect6  la fracci6n  negativa

la   cual   contiene   las   celulas   CD4+   totales.   Previa   centrifugaci6n,   Ias   celulas   se

resuspendieron en  100 HI de buffer MACS  por cada  1  xl07 de celulas y se agreg61prl

del  anticuerpo  anti-CD25  PE  por cada  1  xl07 de  c6lulas.    Se  incubaron  con  agitaci6n

por 15 minutos a 4°C,  luego se lavaron con  10 ml de buffer MACS y se centrifugaron a

600 x g  por 7  minutos a 4°C.   Posteriormente   las  celulas se resuspendieron  en  80 prl

de buffer MACS por cada 1  xl 07 celulas  y se agregaron 20 Hl de particulas anti-PE por

cada  1  xl07 celulas.    Se  incubaron  con  agitaci6n  por 20  minutos  a 4  °C.  Transcurrido

este  tiempo  se  lavaron  con  10mL  de  buffer  MACS  y se  centrifugaron  600  x  g  por 7
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minutos  a  4°C.  A  continuaci6n  las  c6lulas  se  resuspendieron  a  lxl08  celulas/ml  en

buffer  MACS  y  se  seleccionaron  colectando  la  fracci6n  negativa  la  cual  contiene  las

c6lulas  CD4+CD25-  (linfocitos  T  virgenes).     El  porcentaje  de  c6Iulas  CD4+CD25- se

verific6 por citometria de flujo. Obteni6ndose purezas entre 89-93%.

2.5       Generaci6n  de Tregs  alog6nicos  utilizando citoquinas  ex6genas  o medio

condicionado (MC)

Para generar Tregs alog6nicos, se realizaron co-cultivos de APCs provenientes

de  ratones  Balb/c con  LT virgenes  (CD4+  CD25-)  de  ratones  C57BL/6  6  GFP-FoxP3.

Para  ello  se  utiliz6  APCs  y  LT  virgenes   purificados  de  acuerdo  a  los  protocolos

anteriormente descritos.

Las  APCs  (2  x  104  c6Iulas/pozo)  se  co-cultivaron  con  LT  virgenes  (1,4  x  105

c6lulas/pozo)  en  medio de co-cultivo (IMDM +  10°/o  SFB + fungizona + 2ME)Gen placas

de 96 pozos de fondo redondo (Orange Scientific).  Los co-cultivos se realizaron en  un

volumen final de 200 prl por pozo, en presencia o ausencia de TGF-P [2 ng/ml],  lL-2 [10

ng/ml],  RA  [10  nM]  (TILRA).  En  algunos  experimentos  se  utiliz6  medio  condicionado

por  iTregs  obtenido  de  un  cocultivo  de  6  dias  EI  medio  condicionado  recuperado

permaneci6 a 4°C y fue utilizado en menos de 24h despues de ser recuperado.

Al  cabo de 6 dias de co-cultivo se recuperaron  las c6lulas y se analizaron  por

citometria   de   flujo   para   determinar   [a   expresi6n   de   Foxp3   y   otros   marcadores

caracteristicos  de  linfocitos  T  reguladores  inducidos  (iTregs).  Ademas  se  analiz6  Ia

producci6n de citoquinas mediante analisis  CBA (Cyfometryc Bead Arriay).
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2.6       Citometria de flujo y marcaje intracelular

Para la detecci6n de mol6culas de superficie,  las c6lulas se incubaron durante

15  minutos  a  4°C  con  Fc-block  en  PBS  +  2%  SFB  y  a  continuaci6n  sin  lavar    se

incubaron  las  c6lulas  por  30  minutos  a  4°C  en  oscuridad  con  las  correspondientes

combinaciones  de  anticuerpos  a  la  diluci6n  adecuada.  Posteriormente,  las  c6Iulas se

lavaron una vez con  PBS + 2% SFB para lo cual se centrifugaron a 600 x g durante 5

minutos a 4°C.

Para  el  marcaje  intracelular,   Iuego  del  marcaje  de  superficie  las  c6lulas  se

resuspendieron a una concentraci6n de  lxl06 celulas/ml en buffer de permeabilizaci6n

y  fijaci6n   lx  (Foxp3  staining  kit,   eBiocience)  por  30  minutos  a  4°C  en  oscuridad.

Luego,  las  c6lulas  se  lavaron  con  700  Hl  del  buffer  de  permeabilizaci6n  lx  (Foxp3

staining  kit,  eBiocience) y se centrifugaron a 700 x g  por 8 minutos a 4°C.   En seguida

las  celulas  se  incubaron  con  los  anticuerpos  para  marcaje  intracelular FoxP3,  IGg2a,

Helios  y  CTLA-4  por  30  minutos  a  4°C  en  oscuridad.    Posterior  a  la  incubaci6n,  las

c6lulas   se   lavaron   con   700   prl   de   buffer  de   permeabilizaci6n   (Foxp3  staining   kit,

eBiocience)  y se centrifugaron  a 700 x g  por 8  minutos a 4°C.   Finalmente  las c6lulas

se resuspendieron en 300 uL de PBS + 2% SFB para ser analizadas por citometria de

f[ujo.  Para  los  analisis  de  cjtometria  de flujo  se  utiliz6  el  programa  BD  FACS  Diva  de

BD Biosciences y el programa Flow Jo de Tree Star inc.
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2.7       Detecci6n  de  citoquinas  en  sobrenadantes  mediante  CBA  (Cytometric

Bead Array)

La  detecci6n  de  citoquinas  en  los  sobrenadantes  de  los  cocultivos  para  la

generaci6n  de  linfocitos  T  reguladores  se  realiz6  utilizando  Cytometric  Bead  Array

(CBA).  EI kit para ThlITh2IThl7 de rat6n (Cytokine Kit BD Bioscience) fue utilizado de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.   Este kit permite detectar simultaneamente

lL-2,  lL-4,  IL-6,  IFNry,  TNF-Ch,  lL-17A e  IL-10  por  citometria  de flujo.  Se  utilizaron  llul

de sobrenadante a los cuales se les agreg6 2ul de cada tipo de perla especifica  para

un tipo de citoquina mss  llul de PE Defecf/.on Reagenf.  Esta mezcla se incub6 por 2

horas  a temperatura  ambiente  en  oscuridad.  Posteriormente  se  lavaron  las  muestras

con 200 ul la soluci6n de lavado provista en el kit centrifugandolas a 250 x  g durante 5

min,   luego   se   resuspendieron   en   300LII   de   la   soluci6n   de   lavado   y  se   midi6   la

concentraci6n   de   citoquinas   por   citometria   de   flujo.   Los   datos   obtenidos   fueron

analizados con el programa BD CBA Software (BD TM).

2.8       Separaci6n de linfocitos T reguladores por cell sorting

Luego  del  co-cultivo,  los  linfocitos  T  reguladores  generados  fueron  aislados

mediante  ce// sort/'ng.  Para  esto se  recuperaron  las  celulas   de  la  placa y se  lavaron

con  PBS  +  20/o  SFB,  se centrifugaron  a  600  x g  por 5  minutos  a 4°C.    Enseguida  las

celulas se resuspendieron a una concentraci6n de 1  xl07 c6Iulas/ml en PBS + 2% SFB

y se incubaron por 20 minutos a 4°C en oscuridad con los anticuerpos anti-CD4 APC-

H7 y anti-CD25 PE a la diluci6n adecuada.   Luego se lavaron las celulas con PBS + 2%

SFB centrifugandolas a 600 x g por 5 minutos a 4°C y se resuspendieron en PBS + 2%
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SFB  a  una  concentraci6n  de  1  xl07 c6lulas/ml.  En  el  caso  del  cell  sorting  realizado  a

los  linfocitos T reguladores generados a  partir de c6Iulas  provenientes del  rat6n  GFP-

FoxP3,    las    c6Iulas   fueron    lavadas    con    PBS+2%SFB    y    resupendidas    a    una

concentraci6n de lxl 07 celulas/ml.

Las c6lulas fueron separadas utilizando un cell sorter (FacsAria, BD Bioscience)

seleccionando las c6lulas CD4+ CD25h! para los Tregs generados a partir de linfocitos T

virgenes  obtenidos  de  un  rat6n  C57BL/6  o  seleccionando  las  c6Iulas  GFP+  para  los

Tregs generados a partir de linfocitos T virgenes obtenidos de un rat6n GFP-FoxP3.

2.9       Ensayodesupresi6n

Para evaluar la capacidad supresora de los linfocitos T reguladores al6genicos,

linfocitos   T   CD4+CD25-  virgenes,       purificados   de   acuerdo   al   protocolo   descrito

anteriormente,   se   marcaron   con   carboxyfluoresceina   diacetato   succinimidyl   ester

(CFSE,   Molecular  Probes)  previo  al  cocultivo  con  APC  al6genicas.     Para  ello,   los

linfocitos T virgenes se lavaron 2 veces con  PBS de manera de eliminar los restos de

suero  y se  resuspendieron  en  1  ml  de  PBS  por cada  1  x  107 c6lulas  en  presencia de

CFSE [5 LLM].  Las celulas se agitaron en vortex por 10 segundos y luego se incubaron

durante  10  minutos  con  agitaci6n  suave,  en  oscuridad  y a temperatura ambiente.   AI

cabo de la incubaci6n, se les agreg6 un volumen de SFB por las paredes del tubo y se

incub6 por un minuto a temperatura ambiente.   Posteriormente, se llev6 a un volumen

total de 10 ml con medio lMDM + 10% SFB, se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a
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4°C.     Finalmente  las  c6lulas  se  resuspendieron  a  5  x  106  c6Iulas/ml  en  medio  de

cocultivo.

Para  el  ensayo  de  supresi6n  se  co-cultivaron  linfocitos  T  efectores  marcados

con CFSE (0,5 x 106 c6Iulas/pozo) con DCs (1  x 106 c6Iulas/pozo) en presencia de anti-

CD3   [1LLg/ml].   Estos   co-cultivos   se   realizaron   en   presencia   o   ausencia   de  Tregs

obtenidos   mediante   cell   sorting.   Se   utilizaron   dos   proporciones   diferentes   de   LT

virgenes versus Tregs;  1 :1  (0,5 x 106 LT virgenes y 0,5 x 106 Tregs) y 1 :2 (0,5 x 106 LT

virgenes y 1  x 106 Tregs).  Los co-cultivos se realizaron en medio de co-cultivo (lMDM +

10% SFB + fungizona + 2ME) en un volumen final de 200 Hl por pozo y en placas de 96

pocillos  de fondo  redondo.   Al  cabo  de 3 dias,  Ios  linfocitos T efectores se  analizaron

por citometria  de flujo  para  determinar los  ciclos  de  divisi6n  celular mediante  diluci6n

de la marca de CFSE.

2.10     Ensayo de Tolerancia lnfecciosa

Para determinar si los Tregs alog6nicos generados /.n v/.fro poseen la capacidad

de  inducir  la  expresi6n  de  FoxP3  en  LT  virgenes,   se  realizaron  cocultivos  de  LT

virgenes  de  un  rat6n  C57BL/6  y  Tregs  alog6nicos  GFP-FoxP3  obtenidos  por  cell

sorting. Como control se utilizaron LT activados.   Se utilizaron 0,5xl06 LT virgenes mas

0,5xl06 ya sea de Tregs o  LT activados como control  por pozo.  En  las condiciones  a

las  que  se  agreg6  DC,  se  adicionaron  0,02xl06  c6Iulas  por  pozo.  Los  co-cultivos  se

realizaron  en  medio  de  co-cultivo  (IMDM   +   10%   SFB  +  fungizona  +  2ME)   en   un

volumen  final  de  200  HI  por  pozo  en  placas  de  96  pocillos  de  fondo  redondo.  Las
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c6Iulas se mantuvieron  a 37°C a 5%C02  durante 3 dias.  Transcurrido este tiempo se

analiz6 la expresi6n de FoxP3,  CD4 y CD25 en  la poblaci6n GFP- mediante citometria

de flujo.

2.11      Analisis Estadistico

Los   graficos   de   barras   son   presentados   como   la   media  ±   la   desviaci6n

estandar.  Para  el  analisis  estadistico  y  el  disefio  de  los  graficos  se  us6  el  programa

Graphpad  PRISM  (Graphpad  Software  lnc.),  utilizando  el test de ANOVA de  una via

con posteror test de comparaci6n mtlltiple de Bonferroni.
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3.    RESULTADOS

3.1       GENERACION      DE      TREGS      MEDIANTE      LA      ADICION      DE      MEDIO

CONDICIONADO DE TREGS ALOGENICOS

EI  objetivo  principal  de  este  trabajo  es  evaluar  la  capacidad  de  Tregs  para

generar  o  inducir  la  generaci6n  de  Tregs.  Este  proceso  puede  llevarse  a  cabo  de

manera directa o indirecta.  Esto significa que los Tregs actdan  directamente,  es decir

mediante  contacto  celular con  LT virgenes  para transformarlos  en  Tregs,  o  bien,  los

Tregs producen factores solubles que permiten la generaci6n de Tregs.

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que es posible generar

Tregs  a  partir de  LT virgenes  cultivados  con APC  en  presencia de TGF-B,  IL-2 y  RA

(TILRA).   Estos   Tregs   generados   expresan   FoxP3   y   una   serie   de   marcadores

caracteristicos   de  Tregs,   ademas   poseen   capacidad   supresora   +.n   v/.fro  e   +.n   vt.vo

mejorando la aceptaci6n de trasplantes alog6nicos (C. Moore, Tesis doctoral 2010).

Previo a la generaci6n de Tregs, se analizaron los componentes celulares del cocultivo

entre  LT virgenes y APCs  al6genicas.  Los  LT virgenes  (CD4+CD25-) se obtuvieron de

bazo de  un  rat6n  C57BL/6  (H-2b)  mediante  selecci6n  inmunomagn6tica  (ver figura 2).

Las  APCs  provienen  de  un  bazo  de  un  rat6n  Balb/c  (H-2d),  donde  el  resultado  de  la

purificaci6n  inmunomagn6tica se  muestra en  la figura  3.  Cabe sefialar que en  el  caso

de  las  APCs,  se  obtiene  un  conjunto  de  poblaciones  celulares  entre  las  cuales  se

encuentran   celulas   dendriticas   (DC),   [infocitos   8,   celulas   mieloides   supresoras   y

macr6fagos,  entre otros (Moore y cols,  2010).  Para todos los experimentos realizados

siempre  se  obtuvo  alrededor  de  un  20-30°/o  de  celulas  dendriticas  (CDllc+  lAd  +)  y
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entre   un   40-50%   de   linfocitos   8   (8220+   CD19+)   asi   como   una   contaminaci6n   de

linfocitos  T  (poblaci6n   CD3+)   que  fue   siempre   inferior  al   10%  del  total   de   celulas

obtenidas (Figura 3)

Fi.gura 2,  Fenotipo LT virgenes utilizados para la generaci6n de Tregs. Esplenocitos de

un  raton  C57BL/6  fueron  utilizados  para  ser purificados  mediante  selecci6n  negativa  y  asi

obtener  la  fracci6n  enriquecida  en  linfocitos  T  CD4+.  Luego  se  elimin6  la  fracci6n  CD25+

marcando con  un  anticuerpo  anti-CD25  acoplado a  ficoeritrina  y  beads  inmunomagneticas

anti-ficoeritrina.
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Fi.gura  3.     Fenotipo  APCs   utilizadas   para   la  generaci6n  de  Tregs.   Se  extrajeron

esplenocitos  de  un  rat6n  Balb/c  y  se  purificaron  mediante  beads  anti-CDllc colectando  la

fracci6n enriquecida en celulas CDllc+.  Se   muestran los marcajes para celulas dendriticas

(CDllc+ lAd+),  para  linfocitos 8 (CD19+ 8220+),  para  macr6fagos (CDllc intermedio F4/80+)

y   para   celulas   mieloides   supresoras   en   rojo   (GR-1hj  CDllbhj).  Ademas   se   muestra   la

contaminaci6n  Dor linfocitos T (CD3+)

Los LT virgenes y las APCs purificadas se cocultivaron por 6 dias a 37 °C y 5%

C02,  Iuego   de   lo   cual   se   analiz6   Ia   expresi6n   del  factor  de  transcripci6n   FoxP3

mediante citometria de flujo.  En la condici6n donde se adicion6 TILRA se obtuvo sobre

un  50%  de  celulas  FoxP3+  CD25+  dentro  de  la  poblaci6n  CD4+,   mientras  que  en

ausencia  de  TILRA  (LT  act)  se  observa  solo  un  2-3%  de  celulas   FoxP3+.   Como

esperado en ausencia de TILRA se obtiene sobre el 50% de c6lulas activadas en base

a  la  expresi6n  de  CD25.   La  poblaci6n  CD4+CD25+FoxP3+  obtenida  en  la  condici6n

TILRA corresponde en general a un 15-20% de  las c6lulas totales (Figura 4)
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Fi.gura  4.     La  adici6n  de  TILRA  genera  un  alto  porcentaje  de  Tregs.  Analisis  por

citometria de flujo de la expresi6n  de  FoxP3 en  los linfocitos T CD4+ cocultivados con APC

alogenicas en  presencia o ausencia de TILRA.  Los valores en  negro corresponden  al total

de celulas positivas dentro de la poblaci6n CD4+.

En  seguida  analizamos  el  efecto  de  cada  citoquina  (TGF-B,   lL-2  y  RA)  por

separado  en   la  generaci6n  de  Tregs.   Para  esto  se  realizaron  cocultivos  entre  LT

virgenes  y  APCs  en  presencia  de  cada  una  de  estas  citoquinas  por  separado  y  en

distintas combinaciones.  Posterior a  los 6 dias de cocultivo se analiz6 Ia expresi6n de

FoxP3 como se muestra en  la figura 5.  En acuerdo con datos de la  literatura  (Fantini y

cols, 2004), s6lo se observ6 generaci6n de c6lulas FoxP3+ en las condiciones a las que

se  afiadi6  TGF-P  y  este  efecto  se  vio  potenciado  al  agregar  RA  (de  un  2.7°/o  en  la

condici6n  con  TGF-a  a  un  15.6%  en  la  condici6n  con  TGF-B/RA  de  c6Iulas  FoxP3+

dentro de  la  poblaci6n CD4+)   (Chen y cols, 2003) (Benson y cols,  2007)(Nolting y cols,

2009).  La  adici6n de  lL-2 gener6  un  aumento en  la  inducci6n de  FoxP3+ en  presencia

de  TGF-a  y  RA  donde  se  gener6  un  62%  de  c6lulas  FoxP3+  dentro  de  la  poblaci6n
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CD4+.    Por lo tanto,  Ia  condici6n  6ptima  para  la generaci6n de Tregs es aquella en  la

que se agrega TGF-B,  lL-2 y RA.

CD25

Ff.gura 5.  TGF-B y RA actaan en sinergia para potenciar la generaci6n de Tregs. Analisis

por  citometr[a  de  flujo  de  la  expresi6n  de  FoxP3  en  los  linfocitos  T  CD4+  en  los  cocultivos

realizados  en  las  distintas  combinaciones de citoquinas.  Los valores en  negro corresponden

al  total  de  celulas  positivas  dentro de  la  poblaci6n  CD4+,  mientras que  en  rojo se  muestra el

porcentaje   de   celulas   positivas   totales.   Resultado   representativo   de   tres   experimentos

independientes.
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Ademas   en    los   sobrenadantes   de   los   cocultivos   analizamos   citoquinas

caracteristicas de LT polarizados hacia un fenotipo ThlITh2IThl7 como  lFN-v,  IL-17 e

IL-4.  (tabla  1).  Aquellas  condiciones  en  la  que  se  observ6  una  mayor generaci6n  de

Tregs,  TGF-P/RA  (15.6%)  y  en  mayor  medida  TILRA  (62°/o),  presentaron  una  baja

producci6n  de  citoquinas  durante  el   cocultivo  al   compararlas  con  el  resto  de   las

condiciones  medidas  como  se  muestra  en  la  tabla  1.  La  presencia  de  TGF-P  en  el

cocultivo genera una disminuci6n en  la  producci6n de citoquinas si se compara con la

condici6n de  linfocitos T activados  (LT act).  En  la  literatura se encuentra descrito este

efecto    inhibitorio    de   TGF-P   sobre    la   expresi6n    de   T-bet   y   GATA3   factores

transcripcionales maestros de linfocitos Thl  y Th2 respectivamente (Park y cols, 2005)

(Gorelik  y  cols,  200)  (Lin  y  cols,  2005).  Esto  explicaria  la  baja  producci6n  de  ]FN-v,

TNF-a,  IL-4  e  lL-10.  La  baja  producci6n  de  IL-2  en  presencia  de  TGF-P  tambi6n  se

encuentra  descrita  en  la  literatura  (Brabletz y  col,  1993).  Esta  inhibici6n  seria  uno  de

los mecanismos mediante el cual TGF-B inhibiria la proliferaci6n celular.   En el caso de

IL-6 e IL-17, se encuentra descrito que TGF-P induciria la expresi6n de IL-6 en algunas

poblaciones  celulares  (Turner y cols,1990)(Ge y cols,  2010),  sin  embargo este efecto

no  se  observ6  en  las  c6lulas  presentes en  el  cocultivo.  Esta  baja  producci6n  de  IL-6

explicaria  la baja producci6n de lL-17  pues es necesaria la presencia de TGF-P e lL-6

para  la  generaci6n  de  linfocitos  Thl7  productores  de  IL-17  (Veldhoen  y  cols,  2006).

Este  efecto  inhibitorio  en  la  producci6n  de  citoquinas  de  TGF-B  se  ve  disminuido

cuando  se  agrega  IL-2  al  cocultivo  observando  un  incremento  en  la  producci6n  de

citoquinas  ThlITh2IThl7.   La   inhibici6n   producida   por  TGF-B   en   la   producci6n   de

citoquinas  se  ve  potenciada  al  agregar  RA  al  cocultivo  lo  que  permite  concluir  que

existe un efecto sin6rgico entre TGF-P y RA Io que induce la expresi6n de FoxP3 en los
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LT    virgenes    inhibiendo    la    generaci6n    de    LT    polarizados    hacia    respuestas

ThlITh2IThl7, lo que se refleja en la baja producci6n de las citoquinas medidas.

Tab/a  7.   TGF-a y RA tienen  un efecto sin6rgico en  la inhibici6n  en  la producci6n de

citoquinas ThlITh2IThl7.  En  la tabla se presenta la producci6n de las distintas citoquinas

en pg/ml. Ademas se presenta el error estandar asociado cuando el valor de n es mayor a 1.

Se presentan los resultados de los cocultivos presentados en la figura 5.

NT              TGF-B        RA                 IL-2              TGF-P/lL-2       TGF-B/RA      RA/lL-2          TILRA

lL-10IL-17aTNF-alFN-ylL-6lL-4lL-2 1 770 ± 360 201.5 1048 3247 ± 1 754 2042 ± 61'2 36.17 i 6.8 3513 79.4 ± 27

503 ± 361 229 95 1 62± 49 424.7±191 21.5±17 94.6 108 .7±26

417±i5 102 •-423  , 440.7±7. 233.5±35.6 39.6±5.6 385 69.5±3.3

2095±302 270.5 1290 2979±30 2027±640 4.25±0.3 3055 28.6±1.9

208±48 25.J8 377.4 145.7±35 60.23±30 10.50±1.6( 245.4 16.9±2.'8\

13±2 4.7 35.8 14.35±3 5.7±0.4 3.850±0.2 33.3 2.9±0.2

43±9 11.6 ac.5 421 fi37 433.1±194  , €:6±0.4  , 177.6 850.4E24
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Posterior a los 6 dias de cocultivo,  se recuperaron  los sobrenadantes de todas

las   condiciones   antes   mencionadas   en   la   figura   5   y   se   utilizaron   como   medio

condicionado en un nuevo cocultivo entre LT virgenes y APCs al6genicas, es decir,  sin

agregar  citoquinas  ex6genas  aparte  de  las  producidas  en  el  cocultivo.   La  figura  6

muestra el esquema experimental.

TGF-P|RA|l\2

APCS Balb/¢                          LT nai.ve c57BL/6

APCSBalb/t

LT reguladores
T'|RA

Sobrenadante

lTna.I.vec57BV6

LTreguladores

MC ITILRAl

F/.gura 6.   Generaci6n de Tregs con medio condicionado,  MC (TILRA). Se cocultivaron

0,14xl06 LT virgenes y 0,02xl06 APCs por pozo en  una placa   de 96  pocillos en  presencia

de TILRA (TGF-B,  RA e  lL-2)  durante 6  dias.  Luego  se  recuper6 el  sobrenadante  de  este

cocultivo  MC  (TILRA)  y  se  utiliz6  para  cocultivar  nuevamente  0,14xl06  LT  virgenes  mas

0,02xl06  APCs  por  pozo  en   una  placa  de  96  pocillos.   Luego  de  6  d[as  se  analiz6  la

expresi6n de FoxP3 mediante citometrla de flujo y se midi6 la presencia de citoquinas en el

medio mediante CBA.
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Una vez transcurridos los 6 dias de cocultivo se analiz6 la expresi6n de  FoxP3

mediante citometria de flujo, resultado que se muestra en la figura 7 y la producci6n de

citoquinas mediante CBA (tabla 2).

Es posible observar la generaci6n de Tregs en la condici6n de MC (TGF-P), MC

(TGF-P/RA)    y  en  mayor  medida  en  la  de  MC  (TILRA)  con  un  6.4%,  un  27.9%  y  un

51.3% respectivamente de c5lulas FoxP3+ dentro de la poblaci6n CD4+.   No se observ6

presencia de c6Iulas FoxP3+ en ninguna otra condici6n analizada,  solo se observ6 una

alta  presencia  de  c6lulas  activadas  CD25+.  Por tanto  solo  se  observ6  generaci6n  de

Tregs   en   aquellas   condiciones   donde   se   utilizaron   medios   condicionados   donde

previamente hubo generaci6n de Tregs (TGF-B, TGF-P/RA y TILRA).

Las condiciones donde hubo generaci6n de Tregs,  MC(TGF-P),  MC (TGF-B/RA)

y   MC(TILRA),   presentan   bajos   niveles   de   citoquinas   medidas   mediante   CBA   a

diferencia  del  resto  de  las  condiciones.    Este  mismo fen6meno  es  lo  que  se  observ6

previamente  en  la  generaci6n  de  Tregs  utilizando  citoquinas  ex6genas  afiadidas  al

cocultivo de LT virgenes y APCs.
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MC (RA)

Fi.gqra  7.    EI  medio condicionado  de  las  condiciones  TILRA y  TGF-B/RA  inducen  la

generaci6n   de   nuevos   Tregs.   Para   la   generaci6n   de   Tregs   se   utiliz6   el   disefio

experimental  mostrado en  la figura 6.  Se  muestra el  porcentaje de celulas  positivas dentro

de   la   poblaci6n   CD4+   en   negro   para   cada   medio   condicionado   obtenido  a   partir  del

experimento  mostrado en  la  figura  5 y  en  rojo  el  porcentaje  a  partir de  total  de  celulas.  El

analisis   se   muestra   a   partir  de   la   poblaci6n   CD4+.   Resultado   representativo   de   dos

experimentos independientes.
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Tab/a  2.    EI  medio  condicionado  de  las  condiciones  TILRA y  TGF-P  contienen  bajos

niveles de citoquinas ThlITh2IThl7.  En  la tabla se  presenta  la  producci6n  de  las distintas

citoquinas (pg/ml),  n=1, del experimento de la figura 7.

(L¥:ct)         (T,:.:-)P/          ([¥.:)             (MRAC)          (i:.:-)P/      (T#C;P/          (:i            IT#fu)

lL-10lI-17aTNF-alFN-ylL-6lL-4IL-2 3993'.9 2610,0 3611,.7 1616.1 850.0 48.7 1379.0 125.1

1001.0 2188.9 538.3 134.9 484.2 254.9 217.9 304.6

552.5 5o3L3 377.8 509.2 231.0 137.0 382.1 164.6

4083.5 5000.0 3469.5 1484.5 917.2 39.0 2611.4 54.1

742.3 629.2 771.6 936.1 •111.6 •68.8 742.-3 63.7

42.5 8.4 39.2 70.4 6.0 3.7 27.4 3.9

21.2 66.6 64.6 21.0 20.6 i4.4 63.5 t5`8.1

Una   posible  explicaci6n   de   los   resultados   mostrados  en   la  figura  7  es   la

presencia  de   TGF-P  y  RA  provenientes  del  primer cocultivo,  pero  esto  no  pudo  ser

evaluado directamente en este trabajo. Sin embargo evaluamos el efecto de TILRA que

fue mantenido a 37°C por 6 dias (Medio + TILRA),  ademas de TILRA en presencia de

APCs   (APCs   +  TILRA)   o   LT  virgenes   (LTv  +  TILRA)   por  6  dias   a  37°C.   Estas

condiciones  se  compararon  con  el  efecto  de  medio  condicionado  obtenido  de  una

generaci6n   previa  de  Tregs   (MC(TILRA))  y  medio   condicionado   obtenido   de   una

actjvaci6n  de   linfocitos  T  al6genica  en   ausencia  de  citoquinas   (MC(LT  act)).Cabe

destacar   que    los   medios   condicionados   no   fueron   cuidados   en    cuanto   a   la

fotosensibilidad de[ RA.
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En la figura 8 se muestra que despues de 6 dias a 37°C el medio condicionado

MC  (Medio TILRA)  posee  remanentes  de  las  citoquinas  afiadidas  inicialmente  ]o  cua]

permite obtener un  18% de Tregs de los LT CD4+ en comparaci6n a un 510/o de Tregs

obtenido  en  la  condici6n  donde  se  agreg6  medio  condicionado  proveniente  de  un

cocultivo  de  LT virgenes  y APCs  en  presencia  de  TILRA donde  se  generaron  Tregs

(MC(TILRA)). Si consideramos que el mayor porcentaje de Tregs se produce cuando el

medio condicionado proviene de un cocultivo de APCs y LT virgenes en  presencia de

TILRA, esto sugiere un efecto cooperador de los diferentes componentes del cocultivo.

Cuando  el  medio  condicionado  proviene  de  un  cultivo  de  APCs  al  que  se  le

afiadi6  TILRA  (MC  (APC+TILRA))  se  observa  un  28°/o  de  c6lulas  FoxP3+,  pero  si  el

medio  condicionado  proviene  de  un  cultivo  de  LT virgenes  al  que  se  le afiadi6 TILRA

(MC (LTv + TILRA)) se produce un mayor porcentaje de Tregs lo que indica que los LT

en  presencia  de  TILRA producen factores  que  potencian  TILRA en  la  generaci6n  de

Tregs.  Cabe notar que el  medio condicionado del cocultivo de APCs y LT virgenes en

ausencia de TILRA, no produce Tregs en forma importante (MC (LT act)).
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F/.gura 8.   Tregs producen factore(s) soluble(s) que inducen  la generaci6n  de Tregs.

Se  utilizaron  medios  condicionados  obtenidos  a  partir  de  la  activaci6n  alogenica  de  LT

virgenes  en  ausencia  de  citoquinas  (MC  (LT  act)),  a  partir  de  una  generaci6n  previa  de

Tregs  utilizando TILRA (MC(TILRA)),  a  partir de APCs o LT virgenes mantenidos en cultivo

durante 6  dias con  TILRA  (MC(APCs  + TILRA))(MC(LTv  + TILRA))  y  medio de cocultivo  al

que  se  le  agreg6  TILRA  mantenido  durante  6  d[as  a  37°C  (MC(Medio  TILRA))  para  un

posterior  cocultivo  entre  LT  virgenes  y  APCs  al6genicas.  Posterior  a  6  dias  se  realiz6  el

analisis  por  citometria  de  flujo  de  la  expresi6n  intracelular  de  la  expresi6n  de  FoxP3.  En

negro se  muestra  el  porcentaje de celulas CD25+FoxP3+ dentro de  la  poblaci6n  CD4+ y en

rojo el porcentaje a partir del total.  El analisis muestra la poblaci6n de celulas CD4+
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Para comparar la generaci6n de Tregs mediado directamente por TILRA versus

la  generaci6n  utilizando  medio  condicionado   y  para  profundizar en  el  mecanismo  de

generaci6n  de  Tregs   mediado   por  MC   (TILRA),   se   realiz6   un   cocultivo  entre   LT

virgenes  y  APC  donde  comparamos  el  efecto  de  TILRA,  de  MC  (TILRA)  y  de  la

combinaci6n  del  medio  condicionado  con  TILRA  mas  la  presencia  de  TILRA  reci6n

preparado  en  la  generaci6n  de Tregs.  Luego  de  los 6  dias  de cocultivo  se  analiz6  la

expresi6n de FoxP3 mediante citometria de flujo (figura 9).

La figura  9  muestra  un  alto  porcentaje de  c6Iulas  FoxP3+  en  la  condici6n  que

contiene  TILRA,  similar a  lo  observado  en  la  condici6n  que  contiene  TILRA  mas  MC

(TILRA).   Cabe   destacar  que   la   condici6n   que   contenia   solo   el   MC   (TILRA)   fue

levemente  superior  en  el  porcentaje  de  celulas  FoxP3+CD25+  dentro  de  la  poblaci6n

CD4+ aunque  respecto de  las  c6Iulas totales se duplic6 el  ntlmero  de celulas   FoxP3+

(31.4% v/s 17.5%). Asi tambi6n cabe notar  que no se produjo un efecto sin6rgico entre

las citoquinas frescas y el MC (TILRA).
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Fi-gqra  9.    Tregs  producen  factores  solub]es  con  mayor  capacidad  generadora  de

Tregs   que   la   utilizaci6n   de   TILRA.   Se   compar6   el   efecto   de   TILRA   y   de   medio

condicionado TILRA en  la generaci6n  de Tregs.  En  negro se  muestra  el  porcentaje  dentro

de   la   poblaci6n   CD4+  y  en   rojo  el   porcentaje  a  partir  del  total.   El  analisis  muestra   la

poblaci6n de celulas CD4+.  Resultado representativo de dos experimentos independientes.

Por lo tanto es  posible sugerir que los factores solubles  presentes en el  medio

condicionado  Tregs  poseen  una  capacidad  generadora  comparable  a  la  acci6n  de

TGF-B,  lL-2 y RA en conjunto.
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3.2   CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS TREGS GENERADOS UTILIZANDO

MEDIO CONDICIONADO MC (TILRA)

Ademas de la expresi6n del factor de transcripci6n  FoxP3,  los Tregs expresan

otros  marcadores  que  aunque  no  son  exclusivos  de  esta  poblaci6n  celular,  ya  que

pueden  estar presentes tambi6n  en  linfocitos T activados,    permiten  en  conjunto  una

mejor caracterizaci6n de este subtipo linfocitario.   Por lo tanto se compar6 la expresi6n

de los distintos marcadores en Tregs generados con TILRA o MC (TILRA).

Especificamente   se   analiz6   mediante   citometria   de   flujo   la   expresi6n   de

mol6culas  asociadas  a  la  funci6n  supresora  como  CD103,  CD39,  CTLA-4,  CD101  y

GARP con el fin de determinar posibles mecanismos. Ademas se analiz6 la expresi6n

del factor de transcripci6n Helios que recientemente fue descrito como una herramienta

para diferenciar nTregs de los iTregs.

La  expresi6n  de  CD101   y  de  CD103  ha  sido  vinculada  a  una  alta  potencia

supresora /.n  v/.vo de  los Tregs  (Fernandez y cols,  2007)  (Lehmann y cols,  2002),  asi

como  la expresi6n de GARP ha sido vinculada  al  nivel de activaci6n que  presentarian

los Tregs.  (Battaglia y cols,  2009) Al  analizar la expresi6n  de  CD101,  CD103 y GARP

en  los Tregs generados  con  MC  (TILRA),  se  observa que gran  parte de  la  poblaci6n

CD4+CD25+FoxP3+ presentan estos marcadores en su superficie.

EI  porcentaje  de  celulas  FoxP3+  que  expresan  CD101,  CD103  y  GARP  es

bastante  similar  entre  los  Tregs  generados  con  TILRA  y  los  Tregs  generados  con

medio condicionado TILRA  como se muestra en la figura 10A).  Al analizar la media de
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fluorescencia de la expresi6n de los tres marcadores que se muestra en la figura  108)

se observa que los Tregs generados con medio condicionado TILRA poseen similares

niveles   de  expresi6n   a   los  Tregs  generados  con  TILRA.   La  expresi6n   de  estos

marcadores por parte de los Tregs generados con medio condicionado daria cuenta de

una alta potencia supresora que poseerian estos Tregs.
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F/.gura   70.      Tregs   generados   utilizando   medio   condicionado   TILRA   expresan

marcadores  CD101,  CD103  y  CARP.  A)  Tregs  generados  utilizando  TILRA  como  MC

(TILRA)  expresan  en  su  mayoria  CD101,  CD103  y  GARP.  Analisis  representativo  de  dos

experimentos  independientes.   Se  muestra  el  analisis  a  partir  de  la  poblaci6n  CD4+.   a)

Comparaci6n  de  la  expresi6n  de  los  marcadores  CD101,  CD103  y  GARP  para  los  Tregs

generados con TILRA(linea azul) y con  MC(TILRA) (Iinea roja).  Se muestra la expresi6n de

los distintos marcadores en la poblaci6n de linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ Las intensidades

medias  de  fluorescencia   para   los  distintos   marcadores  se   muestran   en   el   cuadrante

superior  derecho,  en  rojo  para  los  Tregs  generados  con  TILRA y  en  azul  para  los  Tregs

generados con  MC(TILRA).
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Al  analizar  la  expresi6n  de  CTLA-4  y  CD39,  se  observ6  que  la  poblaci6n  de

Tregs  generados  con  MC  (TILRA)  expresan  ambas  mol6culas,  asi  como  los  Tregs

generados  utilizando  citoquinas,  como  se  muestra  en  la  figura  llA)  y  8).  Esto  daria

cuenta  de  dos   posibles   mecanismos  de   acci6n   de  estos  linfocitos  en   su   acci6n

supresora.    Segdn    la   expresi6n    de    CTLA-4,    los   Tregs   generados   con    medio

condicionado  tendrian   la   capacidad  de  actuar  sobre  DC  modulando  su  funci6n  y

activaci6n  (Read  y  cols  2006).  La  expresi6n  de  CD39  daria  cuenta  de  otro  posible

mecanismo   de  acci6n   supresora  que   poseerian   los  Tregs  generados   con   medio

condicionado TILRA mediante la disrupci6n metab6lica (Deaglio y cols, 2007).
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Fi.gura  t1.   Tregs generados  utilizando  MC (TILRA)  expresan  CTLA4 y  CD39. Tanto

Tregs generados con  MC  (TILRA) como generados con  TILRA expresan  CTLA4  y CD39.

Resultado  representativo de dos experimentos  independientes.  a)  Se muestra el analisis a

partir de  la  poblaci6n  CD4+.  b)  Comparaci6n  de  la  expresi6n  de  CTLA4 y CD39  en  Tregs

generados con TILRA (linea  roja) y Tregs generados con medio condicionado TILRA (llnea

azul).  Las intensidades medias de fluorescencia para  los distintos marcadores se muestran

en  el  cuadrante  superior derecho,  en  rojo  para  los Tregs generados con  TILRA y en  azul

para los Tregs generados con MC (TILRA).
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Para  determinar  si  los  Tregs  generados  utilizando  TILRA  y  utilizando  medios

condicionados TILRA son Tregs  inducidos a  partir de  LT virgenes o son expandidos a

partir  de   una  poblaci6n   inicial  de  Tregs  presente  en   los  cocultivos,   analizamos  la

expresi6n    de    Helios.    Tanto    Tregs    generados    utilizando   TILRA   como    aquellos

generados    utilizando    MC    (TILRA)    carecen    de    la    expresi6n    de    este    factor

transcripcional,  lo  que  es  coherente  con  el  origen  de  estas  celulas.  La  expresi6n  de

Helios es observada en  nTregs,  no asi en iTregs como es en este caso,  donde iTregs

son generados a partir de LT virgenes y no se debe a una posible expansi6n de nTregs

que  podrian  estar  contaminando  la  fracci6n  de  LT  virgenes  utilizados  en  el  cocultivo

(figura  12).

Ff.gura 72.  Tregs generados utilizando MC (TILRA) no expresan Helios. La ausencia de

Helios   demuestra   que   los  Tregs   generados   en   el   cocultivo   son   inducidos   y   no   una

expansion  de  posibles  nTregs  presentes  en  el  cocultivo.  Resultado  representativo  de  dos

experimentos independientes.
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3.3        FUNCIONALIDAD DE LOS TREGS

Para   demostrar  la  funcionalidad   de   los   Tregs   generados   utilizando   medio

condicionado  TILRA se  realiz6  un  ensayo  de  supresi6n.  Se  cocultivaron  LT virgenes

(CD4+CD25-)    los   que   fueron   marcados    utilizando    carboxyfluoresceina    diacetato

succinimidyl ester (CFSE) en presencia de DC y el anticuerpo anti-CD3 (clon activador

145-2C11).   EI CFSE es un colorante que ingresa a la c6lula donde enzimas esterasas

remueven  los grupos acetatos  presentes en  la  mol6cula  permitiendo que el  colorante

se vuelva  fluorescente  y  realice  crosslinking  con  las  proteinas  intracelulares.  De  esta

manera  es  retenido  dentro  de  las  c6lulas  las que  al  proliferar mediante  la  duplicaci6n

citoplasmatica   generan   una   disminuci6n   en   la   intensidad   de   la   fluorescencia   del

compuesto. Asi es posible determinar los ciclos proliferativos de una poblaci6n celular.

Se  realizaron  co-cultivos  para  generar Tregs  utilizando  sobrenadantes  de  una

generaci6n  previa  como  se  muestra  en  la  figura  6.  Al  dia  6  se  purific6  Ia  fracci6n

CD4+CD25h!  mediante cell sorting  (figura  13)  y se confirm6 que esta fracci6n  contenia

al  menos  un  85%  de c6lulas  FoxP3+.  El  ensayo  de supresi6n  se  realiz6  en  presencia

de   Tregs   en   las   proporciones   LT  virgenes:   Tregs   1:1   y   1:2.      Como   control   de

proliferaci6n los LT virgenes se cultivaron en ausencia de Tregs.

En   la   figura   13   se   observa   que   los   Tregs   generados   utilizando   medio

condicionado  inhiben  la  proliferaci6n  de  los  LT efectores  de  manera  comparable  a  la

inhibici6n  ejercida  por  Tregs  generados  utilizando  TILRA.   Esta  inhibici6n  es  dosis
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dependiente  puesto que en  la  proporci6n Tregs  :  LT virgenes  igual  a  2:1  Ia  supresi6n

es mayor.

Ff.gura  73.  Tregs  generados  con  MC  (TILRA)  son  funcionales  /.n  yi.fro.  Se  generaron

cocultivos  para  generar Tregs  utilizando  MC  (TILRA)  a  partir de  los cuales  se  aislaron  las

celulas  CD4+  CD25hj  mediante  cell  sorting.   Las  celulas  seleccionadas  se  cocultivaron  a

diferentes razones con  LT vlrgenes previamente marcados con CFSE, en presencia de DC

y anti-CD3  [1ug/ml].   Luego de 3 dias se analiz6 mediante   citometrla de flujo la diluci6n de

CFSE   como    marcador   de    proliferaci6n    celular.        Resultado    representativo   de    dos

experimentos independientes.
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Ademas  de  evaluar  la  proliferaci6n  de  los  LT  virgenes,  se  recolectaron  los

sobrenadantes  de  las  distintas  condiciones  del  ensayo  de  supresi6n  y  se  midi6  Ia

producci6n de citoquinas mediante CBA (figura 14).

Se  observa  que  los  Tregs  generados  con  MC  (TILRA)  al  igual  que  los  Tregs

generados  utilizando TILRA no  solo  suprimen  la  proliferaci6n  celular si  no tambi6n  la

producci6n de citoquinas en el cocultivo.  Cabe destacar que en las condiciones donde

se  afiadieron  Tregs  generados  con  MC  (TILRA)   a  diferencia  de  Tregs  TILRA  se

observ6   en   uno   de   los   experimentos   una   considerable   cantidad   de   lFN-y.   Estos

resultados  sugieren  que  esta  segunda  generaci6n  de  Tregs  ademas  de  suprimir  la

proliferaci6n  de  LT efectores  podrfa tener otras funciones  adicionales  en  cuanto  a su

capacidad de producir citoquinas.  No se podria descartar la adquisici6n de un fenotipo

proinflamatorio  al  menos  por  una  parte  de  la  poblaci6n  de  MC  (TILRA)  durante  el

ensayo de supresi6n lo que explicarfa la presencia de altos niveles de lFN-v.

Ademas  tanto  Tregs  generados  utilizando  TILRA  como  aquellos  generados

utilizando   medio   condicionado  TILRA  presentan   mayores   niveles   de   lL-10   que   el

control de proliferaci6n lo que podria indicar que la supresi6n que se observa en estas

condiciones  podria  estar  mediada  en  parte  por esta  citoquina,  lo  que  se  ha  descrito

previamente en la literatura (Vignali y cols, 2008).
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Ff.gura 74. Tregs generados con  MC (TILRA) inhiben la producci6n de citoquinas.  La

medici6n  de citoquinas  se  realiz6  mediante citometria  de flujo  utilizando el  kit CBA  Mouse

ThlITh2IThl7.   Se   muestra  el   resultado  de  tres  experimentos   independientes   para   las

condiciones de control de  proliferaci6n,  Tregs TILRA  1:1  y 2:1  y de dos experimentos para

Tregs  MC(TILRA)  1 :1  y 2:1.
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4.    DISCUSION

En  el  presente  seminario  de titulo fue  posible  generar un  nuevo  protocolo  para  la

generaci6n  de  Tregs  mediante  la  utilizaci6n  de  medios  condicionados    obtenidos  a

partir de una generaci6n previa de Tregs utilizando la combinaci6n de TGF-P,  RA e lL-2

ex6genos.  Los Tregs generados  mediante la utilizaci6n de  medio condicionado TILRA

expresan  moleculas que denotan,  segdn la literatura,  un alto potencial supresor como

son   CD101,   CD103  y   GARP.   (Fernandez  y  cols,   2007)   (Lehmann   y  cols,   2002)

(Battaglia y Roncarolo, 2009). Ademas expresan mol6culas como CTLA-4 y CD39 que

indicarian  posibles  mecanismos  inmunosupresores  (Deaglio  y  cols,  2007)  (Sansom  y

Walker,   2006).       Por   otra   parte   ensayos   de   supresi6n   /.n   v/.fro   demuestran   la

funcionalidad  de  estos  Tregs  en  la  inhibici6n  tanto  de  la  proliferaci6n  de  linfocitos  T

efectores asi como de la producci6n de citoquinas en estos cocultivos.  Esta capacidad

supresora fue comparable a la ejercida por Tregs generados con TGF-B,  RA e lL-2 Ios

que han demostrado no solo tener capacidad supresora /.n v/.fro si no tambi6n /.n v/.vo en

modelos de trasplante alogenico (Tesis C.  Moore 2010).

En primer lugar discutiremos como ocurre la generaci6n de Tregs durante el primer

cocultivo entre LT virgenes y APCs al6genicas al que se le afiaden TGF-B,  RA, e IL-2.

Esta descrito en la literatura que TGF-B  induce la expresi6n del factor de transcripci6n

FoxP3  en  LT virgenes  murinos,  lo  que genera  la  producci6n  de  iTregs  en  la  periferia

(Chen  y  cols,  2003).  Esta  inducci6n  se  ve  ampliamente  potenciada  en  presencia  de

RA,  donde existe un efecto sin6rgico entre RA y TGF-P lo que se observa en la figura

5,  donde  la  presencia  de  TGF-B  en  el  cocultivo  genera  la  expresi6n  de  FoxP3  en

aproximadamente  un  3°/o  de  la  poblaci6n  de  LT  CD4+  lo  que  se  ve  incrementado  al
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afiadir RA hasta casi  un  160/o  de c6Iulas  FoxP3+.  Finalmente el  rol  de  lL-2 tanto  en  la

mantenci6n como en la generaci6n de Tregs esta ampliamente descrita (Burchill y cols,

2002)  (Davidson  y  cols,  2007).  Por  tanto  es  esperable  el  efecto  que  se  observa  al

agregar  esta  citoquina  en  conjunto  con  TGF-P  y  RA,  donde  se  alcanza  el  mayor

porcentaje  de  generaci6n  de  Tregs  alcanzando  un  620/o  de  c6lulas  FoxP3+  en  la

poblaci6n  de  LT  CD4+.  Este  protocolo  de  generaci6n  de  Tregs  alog6nicos  induce  la

producci6n  de Tregs funcionales tanto  /.n  v/.fro como /.n  v/.vo  (C.  Moore Tesis  doctoral,

2010).

La  utilizaci6n  del  medio  condicionado  generado  a  partir de  una  generaci6n  previa

de  Tregs  utilizando  TILRA permite  la  generaci6n  de  Tregs  que  expresan  numerosos

marcadores de manera similar a los Tregs generados utilizando citoquinas ex6genas y

que presentan capacidad supresora sobre la proliferaci6n de linfocitos T efectores asi

como sobre la producci6n de citoquinas /.n v/.fro.   Esta generaci6n en parte es debida a

la presencia de remanentes de TGF-P,  RA e IL-2 presentes en el medio condicionado

como se observa en la figura 8 donde se suplement6 medio de cocultivo con TILRA y

se  mantuvo durante 6 dias  a 37°C  para luego  realizar un  posterior cocultivo  con  este

medio  condicionado  observandose  un  18%  de  c6lulas  FoxP3+.  Sin  embargo  cuando

este  medio  condicionado  se  genera  a  partir de  un  cocultivo  de  LT virgenes  y APCs

alog6nicas   en   presencia   de   TILRA   el   porcentaje   de   c6Iulas   FoxP3+   aumenta

alcanzando        niveles    similares    a    los    obtenidos    utilizando    directamente    TILRA

(porcentajes  superiores  a  un  50%  de  las  c6Iulas  FoxP3+  dentro  de  la  poblaci6n  de

linfocitos  T  CD4+)  como  se  muestra  en  la  figura  9.   Estos  resultados  fuertemente

sugieren  que   la  generaci6n  de  Tregs  utilizando  TILRA     produce   la   liberaci6n   de

factores solubles que cooperan en la inducci6n de FoxP3 en los LT virgenes.   Es dificil
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determinar  el  origen  de  estos  factores  solubles,  sin  embargo  en  base  a  lo  que  se

observa en la figura 8 donde se generaron medios condicionados a partir de cultivos de

APCs solas y LT vfrgenes solos, es posible sugerir que los LT producirian factores que

tendrian  un  mayor  efecto  en  la  inducci6n  posterior  de  FoxP3  en  los  LT  virgenes

observandose  un  mayor  porcentaje  de  c6lulas  FoxP3+;  28°/o  en  la  condici6n  de  MC

(APCs + TILRA) versus un 390/a en la condici6n MC (LT virgenes + TILRA).

En el presente trabajo  no fue posible dilucidar la identidad de los factores solubles

que serian los responsables de la generaci6n de Tregs al  utilizar medio condicionado

TILRA.  Sin embargo un candidato posib[e podria ser la recientemente descrita lL-35,  la

que es  producida  por Tregs y que tendria efectos sobre  la generaci6n,  mantenci6n  y

funci6n  de  los  Tregs  (Vignali  y  cols,  2008)(Collison  y  cols,  2009a)(Collison  y  cols,

2009b). Ademas  un estudio  reciente del grupo de Vignali vincularia esta citoquina con

el  fen6meno  de  tolerancia  infecciosa,  y  de  su  efecto  en  la  generaci6n  de  un  nuevo

subtipo de Tregs que ellos denominaron iTr-35 (Collison y cols, 2010).

Ademas  del  efecto que posee el  medio  condicionado TILRA sobre la  inducci6n  de

FoxP3  en  los  LT virgenes,  tambi6n  se  observ6  una fuerte  inhibici6n  en  la  producci6n

de citoquinas en este cocultivo como se presenta en la tabla 2.  Este efecto tambi6n se

observa   durante   la  generaci6n   de  Tregs   utilizando   directamente  TILRA  como   se

presenta  en  la  tabla  1.     Este  efecto  seria  al  menos  en  parte  ocasionado  por  la

presencia de TGF-B en  los cocultivos,  ya que su efecto inhibitorio en  la producci6n de

citoquinas  esta  ampliamente  descrito  (Park  y  cols,  2005)  (Gorelik  y  cols,  200)  (Lin  y

cols,  2005)  (Brabletz  y  col,   1993).  En  el  caso  de  los  medios  condicionados,  podria

deberse  a  la  presencia  de  TGF-P,  pero  no  es  posible  descartar  que  los  factores
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solubles producidos durante el cocultivo tengan ya sea directa o indirectamente algdn

efecto sobre la inhibici6n en la producci6n de citoquinas.

La ausencia de expresi6n del factor de transcripci6n  Helios por parte de los Tregs

generados  utilizando  medio  condicionado  TILRA,  como  se  muestra  en  la  figura  12

permite descartar que se trate de una expansi6n de nTregs que pudieran encontrarse

como contaminaci6n dentro de la fracci6n de LT virgenes en el inicio del cocultivo.  De

esta manera es posible afirmar que la utilizaci6n de medio condicionado genera Tregs

de novo a partir de LT virgenes.

Finalmente se comprob6  la funcionalidad de los Tregs generados  utilizando  medio

condicionado  TILRA  mediante  un  ensayo  de  supresi6n  /.n  v/.fro.   En  la  figura  13  es

posible observar la supresi6n ejercida por estos Tregs,  la que es comparable a la que

se observa por parte de los Tregs generados directamente con TILRA .  En cuanto a la

producci6n de citoquinas,  los Tregs generados con TILRA mostraron  un mayor efecto

inhibitorio   que   los   generados   con   medio   condicionado,   observandose   una   mayor

producci6n de  lFN-y e lL-17 en las condiciones donde se afiadieron Tregs generados

con   medio   condicionado.      En   ese   sentido   un   punto   importante   seria   evaluar  la

estabilidad  de  los  Tregs  generados  con  medio  condicionado,  pues  la  producci6n  de

IFN-y  observada  durante  el  ensayo  de  supresi6n  podria  deberse  a  que  parte  de  la

poblaci6n de Tregs generada con medio condicionado pierda la expresi6n de FoxP3 y

adquiera un fenotipo pro-inflamatorio, fen6meno que ha sido descrito por varios grupos

durante  los  tlltimos  afros  (Zhou  y  cols,  2009)  y  que  ha  abierto  el  cuestionamiento

acerca  de  la  factibilidad  de  utilizar  Tregs  inducidos  como  herramienta  terapeutica.

Podrfa  ser  que     los  Tregs  generados  con  medio  condicionado  est6n  en  vfas  de
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diferenciaci6n hacia otros subtipos linfocitarios y no correspondan a estados terminales

de   diferenciaci6n,   de   hecho   actualmente   se   encuentra   ampliamente   descrito   el

fen6meno  de  conversi6n  de  Tregs  a  linfocitos  proinflamatorios T  helper  17  (Mucida  y

cols, 2007),  lo que daria cuenta de que la diferenciaci6n a Treg podria no ser en todos

los casos un estado terminal de diferenciaci6n dandole plasticidad al sistema inmune.

En cuanto a los mecanismos que podrian   utilizar los Tregs generados con  medio

condicionado TILRA para ejercer esta funci6n inmunosupresora, Ia expresi6n de CTLA-

4 y  CD39  da  cuenta de dos  posibles  mecanismos que  podrian  utilizar.  Por una  parte

directamente   modulando   la   acci6n   de   DC   y   por  otra   provocando   una   disrupci6n

metab6lica  en  su  entorno  afectando  a  las  c6lulas  colindantes.  Ademas  como  se

presenta  en  la  figura  14,  tanto  en  la  condici6n  donde  se  afiaden  Tregs  generados

directamente  con  TILRA asf  como  en  la  que  se  afiaden  Tregs  generados  con  medio

condicionado  TILRA  se   observan   mayores   niveles   en   la   producci6n   de   lL-10  en

comparaci6n  al  control  de  proliferaci6n.  Aunque este  resultado sugiere que  los Tregs

podrfan   estar   produciendo   lL-10   lo   que  se   ha   descrito   como   un   mecanismo   de

inmunosupresi6n (Dieckmann y cols, 2002) (Roncarolo y cols, 2001), esto no puede ser

asegurado  debido  a  que  a  pesar de que  la t6cnica de  CBA es  de  gran  utilidad  pues

permite la medici6n de numerosas citoquinas a la vez utilizando una muy baja cantidad

de  muestra,  no  permite  determinar el  origen  de  la  citoquina  medida.  Para  esto  seria

necesario  complementar este  resultado  con  una  medici6n  intracelular de  lL-10  en  los

Tregs posterior al ensayo de supresi6n.

Aunque se tiene bastante conocimiento en cuanto a la generaci6n de Tregs, existe

poca  informaci6n  acerca  del  fen6meno  de  tolerancia  infecciosa  donde  Tregs  son
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capaces  de  convertir  LT virgenes  en  Tregs.  Una  hip6tesis  seria  que  este  fen6meno

ocurriria   durante   la   sinapsis   inmunol6gica   donde   tanto   Tregs   como   LT   vfrgenes

interactuarian   con   una   misma   APC   permitiendo   su   interacci6n   y   propiciando   la

conversi6n   del   LT  virgen   a  Treg.   En   la   actualidad   se   desconoce   el   mecanismo

molecular  mediante  el  cual  los  Tregs  generarian  tolerancia  infecciosa.    Andersson  y

cols  demostraron  en  el  afio  2008  que  tanto  nTregs  como  iTregs  serian  capaces  de

generar  tolerancia   infecciosa   tanto   /.n   v/.fro   como   +.n   vf.vo,   dependiente   de   TGF-B

(Andersson y cols, 2008).

Finalmente,    Ios    resultados    obtenidos    utilizando    medio    condicionado    en    la

generaci6n de Tregs,  nos  llev6 a preguntarnos si Tregs alog6nicos generados t.n  v/.fro

tendrian la capacidad de generar tolerancia infecciosa.  Con este objetivo se realiz6 un

cocultivo  de  APCs  y  LT  virgenes  al6genicos  en  presencia  de  TILRA  para  generar

Tregs.  En este caso se utiliz6 un rat6n GFP-FoxP3 (background C57BL6) como fuente

de LT virgenes. Luego de 6 dias de cocultivo, las c6lulas FoxP3+, en este caso tambi6n

GFP  positivas, fueron sorteadas y nuevamente puestas en cultivo en conjunto con  LT

virgenes   provenientes   de   un   rat6n   C57BL6   en   presencia   o   ausencia   de   APCs

al6genicas.  Como  control  se  utilizaron  LT  activados  generados  a  partir  del  mismo

cocultivo que origin6 a  los Tregs.  Posterior a 3 dias se analiz6 Ia expresi6n de  FoxP3

en la poblaci6n GFP negativa. Como resultado preliminar se muestra la figura 15.
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F/.gqra 75.  Tregs alog6nicos generados /.n w.fro no son capaces de generar tolerancia

infecciosa.  Se cultivaron  LT vlrgenes en  presencia de Tregs sorteados o  LT activadas en

ausencia  de  citoquinas  ex6genas  esto  en  presencia  o  ausencia  de  DC.     El  analisis  se

realiz6  en  base  a  la  poblaci6n  CD4+GFP-.  Resultado  representativo  de  tres  experimentos

independientes

Con  el  diseho  experimental  utilizado  no  se  observ6  Ia  inducci6n  de  FoxP3  en

los  LT virgenes  cocultivados  con Tregs ya fuera en  presencia o  ausencia  de  DC.    La

diferencia  entre  el  resultado  preliminar aqui  presentado  y  el  obtenido  por el  grupo  de

Andersson quienes si lograron generar tolerancia infecciosa por parte de iTregs in v;.fro

podria  deberse  a  diferencias  en  las  condiciones  de  cocultivo  pues  ellos  realizaron

cocultivos  entre  DC,  LT  virgenes  y  Tregs  a  los  que  agregaron  a-CD3  e  lL-2  o  a  las

diferencias en  la generaci6n  de  los Tregs,  ya que este grupo  utiliz6 Tregs generados

de  manera  policlonal  utilizando  TGF-a  e  IL-2  y  en  este  trabajo  se  utilizaron  Tregs

aloantigeno  especificos  generados  utilizando  ademas  de  TGF-B  e   lL-2   RA.   Como
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proyecci6n  se   propone  estudiar  el  efecto  del   RA  en   la  generaci6n   de  tolerancia

infecciosa.

A  pesar  de  este  resultado  es  altamente  posible  que  la  inducci6n  de  Tregs

utilizando medio condicionado,  asi como el fen6meno de tolerancia infecciosa descrito

por el grupo de Andersson,  este tambi6n mediada por TGF-P,  ya sea remanentes del

TGF-B que fue adicionado en un inicio a los cocultivos o   que podria ser producido por

los mismos Tregs generados por TGF-P.  Esta idea se ve reforzada por la inducci6n de

CD103  en  los  Tregs  generados  con  medio  condicionado  pues  la  inducci6n  de  esta

integrina  esta  estrechamente  relacionada  a  la  presencia  de  TGF-B  (Lehmann  y  cols,

2002).

En   ambos   casos,   tanto   para   la   generaci6n   de   Tregs   utilizando    medio

condicionado  asi  como  para  la  tolerancia  infecciosa  segdn  el  grupo  de  Andersson,

TGF-B tendria  un  rol  muy  importante.    Sin  embargo,  una  diferencia significativa  entre

ambos mecanismos seria que este grupo demostr6 mediante ensayos en membranas

transwell  Ia  necesidad  de  contacto  para  la  generaci6n  de  toleracia  infecciosa.   En

cambio  la  utilizaci6n  de  medios  condicionados  demostraria  la  existencia  de  factores

solubles  generados  por  los  Tregs  que  permitirian  una  conversi6n  a  distancia  sin  la

necesidad de contacto.

Recientemente se ha descrito la producci6n de IL-35 por parte de los Tregs,  la

que tendria una acci6n inmunosupresora y generadora de Tregs que producen lL-35 y

carecen  de  la  expresi6n  de  FoxP3  mediante  el  fen6meno  de  tolerancia  infecciosa

(Collison   y   cols,   2010).   No   podria   descartarse   la   presencia   y   acci6n   de   esta
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interleuquina  en  el  medio  condicionado  TILRA  ni  tampoco  que  exista  sinergia  entre

esta y otros factores presentes en este.  Sin embargo,  la tolerancia infecciosa descrita

por  el  grupo  de  Collison  generaria  Tregs  que  carecen  de  la  expresi6n  de  FoxP3

(Collison  y  cols,  2010).   Como  se  muestra  en  la  figura  7,   la  generaci6n  de  Tregs

mediada por MC (TILRA) genera Tregs  que expresan FoxP3  lo que descartaria que el

mecanismo fuera el  mismo descrito  por el grupo de Collison.  Sin embargo esto podrfa

sugerir  que  aunque  los  Tregs  alogenicos  generados  con  TILRA  no  son  capaces  de

generar  Tregs  FoxP3+  si  podrian  generar  celulas  FoxP3-  con  capacidad  supresora

mediada por lL-35, tambi6n llamados iTr35 por el grupo de Vignali y Collison.

Otra teoria que existe en la literatura con respecto a la generaci6n de tolerancia

infecciosa atribuye este fen6meno a la acci6n de Tregs sobre las DC (Cobbold y cols,

2009).     El  grupo  de  Waldmann  y  Cobbold  fue  uno  de  los  pioneros  en  describir  el

fen6meno  de tolerancia  infecciosa  basandose  en  estudios  realizados  en  modelos  de

trasplante  donde  la  adici6n  de  anticuerpos  a-CD4  inducia  la  expresi6n  de  FoxP3

durante    la  estimulaci6n  antig6nica  in  vitro  y  tolerancia  a  injertos  de  piel  in  vivo  en

ambos  casos    de  manera  dependiente  de  TGF-P.  Esta  tolerancia  fue  asociada  a  la

presencia de Tregs que eran  capaces de evitar el rechazo causado por la infusi6n de

LT virgenes especificos del  donante  (Cobbold y cols,  2004).  Ultimos trabajos de este

grupo  han  demostrado  la  capacidad  de  los  Tregs  de  inducir  la  expresi6n  de  ciertas

enzimas  en  las  DCs.  Especificamente  enzimas  relacionadas  con  la  degradaci6n  de

aminoacidos como por ejemplo lDO, lo que genera una depleci6n de aminoacidos en el

medio causando una inhibici6n en la via de sefializaci6n mTOR/P13K en los linfocitos T

colindantes lo que en presencia de TGF-P actuaria en sinergia induciendo la expresi6n

de FoxP3 (Cobbold y cols, 2009).
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No es  posible determinar con  los  resultados obtenidos  en  este seminario  si  el

fen6meno de depleci6n de aminoacidos podria ocurrir en el  medio condicionado.  Para

poder  estudiar  si     este   mecanismo   esta   involucrado  en   la  generaci6n   de  Tregs

mediante  la  utilizaci6n  de  medio  condicionado  se  tendrian  que  utilizar  herramientas

como citometria de flujo y el uso de anticuerpos especificos que permiten el estudio de

las  vias  de  sefializaci6n,   especificamente  mTOR/P13K  pues  seria   la  principal  via

involucrada en este mecanismo.

Numerosas  terapias  celulares  estan  siendo  desarrolladas  utilizando  Tregs  ya

sea en su uso en trasplantes o en numerosas enfermedades autoinmunes como lupus

o esclerosis  mtiltiple  (BIuestone,  2005). Actualmente la mayor fa de estas dolencias se

tratan  con  inmunosupresores  los  que  ayudan  a  lidiar  con  las  complicaciones  pero

poseen   una   serie   de   efectos   no   deseados   como   el   desarrollo   de   neoplasias   o

inmunodeficiencias  asociadas  a  las  que  el  uso  de  Tregs  especificos  podria  ser  una

buena alternativa.

En estos casos el ampliar el conocimiento acerca de la biologia de los Tregs es

de  vital  importancia,  pues  la  generaci6n  de  Tregs  sin  especificidad  conocida  podria

generar  un  estado  de tolerancia  descontrolada  que  podria  desembocar en  el  mismo

efecto causado por el uso de inmunosupresores.

En  el  presente  seminario  de  titulo  fue  posible  dilucidar  lo  que  es  un  nuevo

mecanismo mediante el cual Tregs podrian aumentar su ndmero mediante la secreci6n

de  factores  solubles.   Sin  embargo   no  fue   posible  determinar  mediante  el   disefio
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experimental  aqui  presentado  si  estos  Tregs  alogenicos  generados  /.n  vI.fro tienen  la

capacidad de generar tolerancia infecciosa.
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5.    CONCLUSIONES

•     Durante  la generaci6n  de Tregs  utilizando  la combinaci6n de citoquinas T]LRA

se  producen  factores  solubles  que  favorecen  la  inducci6n  de  FoxP3  en  LT

virgenes.  Nuestros  resultados  sugieren  que  los  Tregs  generados  producirian

estos  factores  solubles  en  un  mecanismo  que  ayudaria  a  la  generaci6n  de

supresi6n inmune.

•     Los   Tregs   generados   utilizando   medios   condicionados   de   una   generaci6n

previa  de Tregs  presentan  un fenotipo  muy similar al  de  los Tregs generados

utilizando  TILRA.   La  expresi6n  de  CD39,   CTLA-4,   CD101,   CD103  y  GARP

denotan la capacidad supresora de los Tregs generados.

•     La  ausencia  de  la  expresi6n  de  Helios  indica  que  los  Tregs  generados  con

sobrenadantes corresponden  a  iTregs y no a  la expansi6n  de  posibles  nTregs

contaminantes.

•     Mediante  ensayos  de  supresi6n  se  demostr6  Ia  capacidad  supresora  de  los

Tregs generados con sobrenadantes. Estos no solo suprimen la proliferaci6n de

LT virgenes si no tambi6n la producci6n de citoquinas durante el cocultivo.

•     Los Tregs generados utilizando TILRA no inducen directamente la expresi6n de

FoxP3   en   los   LT   virgenes   descartando   posiblemente   un   mecanismo   de

tolerancia infecciosa.
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