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RESUMEN

Los linfocitos T virgenes CD4+ pueden diferenciarse, dependiendo de las condiciones
presentes en el microambiente, tanto en linfocitos T efectores (Th1, Th2, Th17) como
en linfocitos T reguladores (Treg), adquiriendo funciones, patrones de citoquinas y
genes reguladores maestros caracteristicos. En la actualidad, se ha acumulado
evidencia que indica que los linfocitos T CD4+ diferenciados pueden reprogramarse y
adquirir el fenotipo de otro subgrupo de linfocitos T CD4+. Bajo este contexto, se ha
observado que a los linfocitos Treg y los linfocitos Th17, son los linfocitos que
presentan mayor plasticidad. Asi, se ha demostrado que linfocitos Treg pueden
reprogramarse a linfocitos Th17 en un ambiente inflamatorio, perdiendo la expresion de
FoxP3 (el gen regulador maestro caracteristico de este linaje) y adquiriendo el fenotipo
y la funcién caracteristica de linfocitos Th17. Sin embargo, no hay evidencia de que los
linfocitos Th17 murinos se reprogramen a linfocitos Treg. Estudios recientes en
humanos han planteado que los linfocitos Th17 pueden reprogramarse in vitro a
linfocitos Treg en presencia de células troncales mesenquimaticas (MSC) o células

mieloides supresoras (MDSC).

En este trabajo, se estudié el efecto de células estromales de médula ésea en
la reprogramacién de linfocitos Th17 murinos in vitro. Nuestros resultados demuestran
que los linfocitos Th17 pueden reprogramarse a linfocitos T reguladores (Treg) en
presencia de macréfagos provenientes de la médula ésea. La reprogramacién de los
linfocitos Th17 requiere de un mecanismo que depende del contacto celular mientras
que la estabilidad de los linfocitos Th17 se ve afectada por factores solubles

secretados por los macréfagos. Estos resultados contribuyen al conocimiento de los

xii



mecanismos utilizados por el sistema inmune para mediar inmunidad y tolerancia, por

lo que deberian ser considerados en el disefio de futuras terapias celulares.
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ABSTRACT

Depending on the conditions present in the microenvironment, naive CD4+ T
cells can differentiate into distinct T helper subsets (Th1, Th2, Th17 cells) and
regulatory T cells (Tregs), which present different functions, cytokine secretion patterns
and characteristic master regulatory genes. Accumulating evidence suggests that Tregs
and helper T cells can be reprogrammed and acquire the phenotype of other CD4+ T
cell subsets. In this context, it has been observed that among T helper subsets, Tregs
and Th17 cells exhibit the highest level of plasticity. Moreover, it has been shown that
Tregs can be reprogrammed to Th17 cells in an inflammatory environment, loosing
FoxP3 expression (a master regulator gene characteristic of this lineage) and acquiring
the phenotype and functions associated to Th17 cells. However, there is no evidence of
Th17 cell reprogramming to a Treg phenotype in a murine model. Recent studies in
humans have raised this possibility by demonstrating that Th17 cells can be
reprogrammed to Tregs in vitro in the presence of mesenchymal stem cells (MSC) or

myeloid-derived suppressor cells (MDSC).

In this work, we studied the effect of bone marrow stromal cells in
reprogramming murine Th17 cells in vitro. Our results demonstrate that Th17 cells can
be reprogrammed to Tregs in the presence of bone marrow-derived macrophages.
Furthermore, our data show that Th17 cell reprogramming depends on cell contact,
while the stability of Th17 cells is affected by soluble factors secreted by macrophages.
Our results contribute to the understanding of the mechanisms used by the immune
system to mediate immunity and tolerance, and therefore should be considered in the

future design of cellular therapies.
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1. INTRODUCCION

1.1.1 Introduccion al sistema inmune

El sistema inmune es el encargado de proteger al organismo de los muiltiples
patdégenos que existen en el medio ambiente. Ademas, es el responsable de mantener
la tolerancia a moléculas propias y a moléculas extrafias que no representen un peligro
para la integridad del individuo. Para llevar a cabo estas funciones, diferentes tipos de
ceélulas participan eliminando organismos dafinos e iniciando una respuesta inmune
adaptativa. En las mucosas encontramos células especializadas en la presentacién de
antigenos (APC), las cuales frente a la presencia de un organismo extrafio, lo
fagocitan, lo procesan y viajan al linfonodo méas cercano para presentar péptidos en
moléculas de histocompatibilidad (MHC) que son reconocidas por linfocitos T a través

de un receptor especifico llamado TCR (T Cell Receptor) (Abbas y cols., 2008).

El linfocito T CD4+ virgen, una vez activado, es capaz de diferenciarse en al
menos cuatro subgrupos de linfocitos T caracterizados por su patréon de secrecion de
citoquinas, funciéon y un gen regulador maestro (Figura 1). Tres de estos subgrupos se
generan y funcionan bajo condiciones inflamatorias y son conocidos como linfocitos
Th1, Th2 y Th17. Los linfocitos Th1 forman parte de la inmunidad celular combatiendo
microorganismos intracelulares, mientras que los linfocitos Th2 forman parte de la
inmunidad humoral encargandose del control de helmintos y microorganismos
extracelulares. Los linfocitos Th17 por su parte, cumplen un importante papel en la
eliminaciéon de bacterias extracelulares y hongos (Zhou y cols., 2009). Un cuarto

subgrupo, denominados linfocitos T reguladores (Treg), se produce en ausencia de



citoquinas inflamatorias y participan suprimiendo la proliferacion de linfocitos T
efectores. De esta manera, los linfocitos T reguladores son los principales

protagonistas en los procesos de Tolerancia Inmunogénica (Sakaguchi y cols., 2008).

Linfocito T CD4+

Treg Th17 Th1 Th2
(FoxP3) (RORyt) (T-bet) (GATA3)
P

Figura 1. Diferenciacion y reprogramaciéon de linfocitos T CD4+. Los linfocitos T
CD4+ virgenes una vez que reconocen el antigenos presentado por células dendriticas
pueden ser diferenciados a linfocitos Th1, Th2, Th17 y Treg. Estos programas de
diferenciacion estan controlados por citoquinas producidas por las células del
microambiente. En plomo, se observan las citoquinas minimas para la diferenciacion a
cada linaje linfocitario y entre paréntesis, el factor de transcripcién que los caracteriza.
Se ha observado que estos linfocitos T CD4+ presentan gran plasticidad, debido a que
en presencia de un patrén particular de citoquinas (en rojo), pueden reprogramarse a
otros linajes linfocitarios.



1.1.2 Linfocitos T reguladores

Los linfocitos T reguladores son los responsables de mantener la homeostasis
celular al inducir tolerancia a antigenos (propios y extrafios) y prevenir enfermedades
autoinmunes al suprimir linfocitos T autoreactivos. Este linaje de linfocitos T CD4+ se
caracterizan por la expresion de CD25 y el factor de transcripcién FoxP3 (Forkhead
box P3), el cual regula su desarrollo y funcién (Campbell y Koch., 2011; Sakaguchi y

cols., 2005; Sakaguchi y cols., 2008; Wang y cols.,2008 ).

Estos linfocitos T CD4+ FoxP3+ pueden criginarse tanto en el timo a partir de
un fino proceso de seleccibn denominandose linfocitos T reguladores naturales o
timicos (nTreg), o bien a partir de linfocitos T virgenes CD4+ presentes en los érganos
linfoides periféricos, y a estos se les llama linfocitos Treg inducibles (iTreg) (Curotte de

Lafaille y Lafaille, 2009).

La diferenciacion de linfocitos virgenes T CD4+ a iTreg ocurre cuando la
presentacion de antigeno la realizan células presentadoras de antigenos tolerogenicas
en presencia de citoquinas como TGF-B, IL-2 y &cido retinoico (RA) (Bi-man Fu y cols.,

2009; Kim y Diamond., 2014).

Se ha demostrado que las células dendriticas del intestino pueden
presentar un fenotipo tolerogénico y se caracterizan por expresar bajos niveles de
moléculas MHC-Il y moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, producir en altas
cantidades de IL-10 y bajas cantidades de las citoquinas inflamatorias IL-1, IL-6 o IL-12
(Bi-man Fu y cols., 2009; Kim y Diamond., 2014). Ademas existen otras moléculas en

las células dendriticas que pueden participar en los procesos de activacién de linfocitos



T, como PDL-1. Este receptor al unirse a su ligando PD-1 en linfocitos T, transmite una

sefal inhibitoria que reduce la proliferacién (Freeman y cols., 2000).

Por otra parte, se ha determinado que tanto las células presentadoras de
antigenos, como otras células del sistema inmune podrian generar un microambiente
tolerogénico, secretando factores y citoquinas que favorecen la diferenciacién de
linfocitos T virgenes a iTreg. Uno de los factores de polarizacion mas importantes es
TGF-B, un citoquina que posee funciones pleitropicas en una amplia gama de linajes
celulares y que en ausencia de citoquinas inflamatorias, es capaz de inducir la
expresion del factor de transcripcion FoxP3 en linfocitos T virgenes, e inducir la
sefializacion mediada por las proteinas Smad2, Smad3 y Smad4 (Feng y Derynnck.,

2005).

Se han descrito otras citoquinas y/o moléculas, ademas de TGF-B, que
favorecen la generacion de linfocitos T reguladores, siendo IL-2 y acido retinoico (RA)
los mas estudiados. La interaccion de IL-2 con su receptor, permite la transcripcién del
factor de transcripcion Stat5, el cual favorece posteriormente la expresion de FoxP3,
promoviendo, en conjunto con TGF- (8, |la diferenciacion hacia linfocitos T reguladores
(Burchill y cols, 2007). RA por su parte, es un metabolito de la vitamina A que se
encuentra fundamentalmente en el intestino. RA induce la acetilacién del promotor de
FoxP3 y su posterior transcripcion génica (Kim, 2008). La accién conjunta de TGF-B y
RA, aumenta el numero de linfocitos T reguladores y a su vez, le otorgan mayor
estabilidad in vivo e in vitro, en comparacion a los linfocitos que sélo se generan en

presencia de TGF-B. (Mucida y cols., 2007).



La expresion del factor de transcripciéon FoxP3 en linfocitos T virgenes, produce
a su vez, un aumento de expresion de moléculas de superficie como CD39 y CD73,
que ferman parte de los mecanismos a través de los cuales los linfocitos T reguladores
ejercen su funcién supresora (Sakaguchi y cols., 2008; Borsellino y cols., 2007, Wang y

cols.,2008 ).

CD39 es una ectoenzima que hidroliza ATP/UTP y ADP/UDP a sus respectivos
nucledsidos monofosfatos, AMP Y UMP. La expresién coordinada de CD39 con la
ectoenzima CD73 en la superficie de linfocitos T reguladores, permite generar
adenosina pericelular a partir de nucleésidos extracelulares, la cual va a interactuar con
el receptor de adenosina A2A presente en linfocitos T efectores activados, suprimiendo
su proliferacion (Deaglio y cols., 2007; Borsellino y cols., 2007). Ademas de cumplir un
rol inmunosupresor, CD39 se ha descrito como un marcador de activacién de células
linfoides. La expresion de esta molécula aumenta cuando los linfocitos T reconocen un
antigeno a través del TCR ( Borsellino y cols., 2007; Maliszewki y cols., 1994). De esta
manera, la expresién de CD39 permite determinar tanto el estado de activacion de
estas células, como la capacidad supresora que pueden llevar a cabo los Treg a traves

de la maquinaria enzimatica y la produccién de adenosina.

Los linfocitos Treg ademdas son capaces de secretar citoquinas con
propiedades antiinflamatorias como IL-10, que tienen la capacidad de contener la
respuesta inmune al inhibir la sintesis de citoquinas inflamatorias (Ostmann y cols,
2013). Se ha descrito que esta citoquina juega un rol fundamental para apaciguar
enfermedades inmunes relacionadas con los linfocitos Th17 y Th1, como Ila

glomerulonefritis (Ostmann y cols, 2013) y la colitis (Huber y cols, 2011).



1.1.3 Linfocitos Th17

Los linfocitos Th17 son un subgrupo de linfocitos T efectores encargados de la
proteccion de los hospederos contra bacterias extracelulares y hongos, y participan en
la homeostasis del intestino estimulando la expresiéon péptidos antimicrobianos vy la
secrecion de mucina (Chen et al., 2003; Liang et al., 2006; Korn y cols., 2009). La
activacion inapropiada de estos linfocitos se ha asociado con enfermedades
autoinmunes (artritis, psoriasis, esclerosis multiple) y patologias inflamatorias crénicas
(Symons et al., 2012), como las enfermedades inflamatorias intestinales (Waite and

Skokos, 2012).

Los linfocitos Th17 se caracterizan por expresar el factor de transcripcién
RORyt y por producir las citoquinas IL-17A, IL-17F, IL-21 e |IL-22. Estos linfocitos se
diferencian a partir de linfocitos T virgenes activados, en presencia de al menos dos
citoquinas: TGF-B e IL-6. Como ya describimos anteriormente, TGF-B tiene el
potencial dual para inducir tanto la transcripcién FoxP3 como de RORyt. De esta
manera, el linaje linfocitario al cual se van a diferenciar los linfocitos T virgenes en
presencia de esta citoquina depende de los factores microambientales que acompafian
este proceso. Bajo este contexto, la IL-6 es fundamental para bloquear la
diferenciacion a linfocitos T reguladores, favoreciendo la generacién de linfocitos Th17.
Especificamente, IL-6 induce la expresion de la proteina STATS3, la cual a su vez es
capaz de actuar como un activador de la transcripcion de RORyt y un represor de

FoxP3 (Harris y cols.,2007; Zhou y cols., 2008).



Se han estudiado otras citoquinas que favorecen la diferenciacién, el nimero y
la estabilidad de los linfocitos Th17, entre las que destacan la IL-1j3, IL-23 e IL-21

(Figura 2).

IL-1B es una citoquina que participa aumentando |a expresion de RORyty a su
vez, de IL-17 (Chung y cols., 2009; Brustle y cols., 2007). La ausencia de IL-1B o la
funcion deficiente de su receptor, resulta en una disminucion de linfocitos Th17
efectores, produciendo respuestas inflamatorias poco eficientes (Sutton y cols., 2006).
Al igual que la IL-1B, se ha descritc que IL-23 también regula positivamente la
expresion de RORyt, pero a diferencia de IL-1B, IL-23 tiene |la capacidad de estabilizar
y expandir los linfocitos Th17 (Zhou y cols., 2007). Esta funcién se lleva a cabo
mediante la generacion de sefiales que aumentan la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias como IL-17, IL-1, TNF e IL-6 y suprimen la produccién de, citoquinas
antiinflamatorias como IL-10 (Korn y cols., 2009). IL-21 por su parte, es una citoquina
producida por los mismos linfocitos Th17 que puede actuar de manera autocrina
favoreciendo la diferenciacién a este linaje linfocitario. Al igual que IL-8, esta citoquina
induce la expresién de STAT3 (Chen y cols., 2007) y la consecuente expresién de los
factores de transcripcion RORyt y RORa (Yang y cols., 2008). Estudios in vivo han
demostrado que linfocitos T CD4+ virgenes activados en presencia de TGF-B e IL-21,
son capaces de inducir una respuesta inflamatoria caracterizada por altos niveles de

IL-17 y RORyt (Fantini y cols.,2007).
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Figura 2. Efecto de las citoquinas inflamatorias en la generacién de linfocitos
Th17. La unién de IL-6 con su receptor induce la expresion de STAT3, el cual a su vez
induce la expresion los receptores de las citoquinas IL-21, IL-1 y IL-23, ademas de
RORyt. Este ultimo factor, en conjunto con STAT-3, inducen la expresién de IL-17.

Recientemente, se han descrito dos subgrupos de linfocitos Th17 que se
diferencian en las citoquinas involucradas en su diferenciacion y la capacidad de
inducir inflamacion. El primer subgrupo se denomina linfocitos Th17 reguladores y se
caracteriza por diferenciarse a partir de un linfocito T virgen en presencia de TGF- e
IL-6, pero en ausencia de IL-23 (Peters y cols., 2011). Se ha descrito que estos
linfocitos Th17 no participan en la generacién de respuestas inflamatorias, si no por el
contrario, son capaces de suprimir linfocitos T efectores a través de un mecanismo que
involucra las ectonucleotidasas CD39 y CD73. Al igual que los linfocitos Treg, los
linfocitos Th17 reguladores tienen la capacidad de disminuir las respuestas

inflamatorias a través de la producciéon de adenosina (Chalmin y cols., 2012).

El otro subgrupo de linfocitos Th17 corresponde a los linfocitos Th17

inflamatorios o patogénicos y se diferencian en un ambiente que contiene IL-6, IL-1B e



IL-23, pero sin TGF-B (Peters y cols., 2011). Estos linfocitos inflamatorios no expresan
en su superficie las ectonucleotidasas CD39 y CD73, por lo que no son capaces de
suprimir linfocitos T efectores. Sin embargo, dada su capacidad de producir respuestas
inflamatorias, son los principales actores en enfermedades autoinmunes (Chalmin y

cols., 2012).

1.1.4 Plasticidad en linfocitos T CD4"

La diferenciacion de linfocitos T virgenes CD4+ a linajes con distintas funciones
en la respuesta inmune, ha sido considerado un proceso reversible (Figura 1). Bajo
este contexto, se ha determinado que particularmente, los linfocitos Treg y los linfocitos

Th17, son los linajes que presentan mayor plasticidad (Zhou y cols,. 2009).

En un proceso inflamatorio, como lo es la respuesta inmune frente a un
patégeno, se producen diversas citoquinas inflamatorias que pueden actuar
directamente sobre los linfocitos Treg, influyendo en su fenotipo y funcién supresora.
Se ha reportado que IFN-y e IL-12, citoquinas involucradas en la diferenciacién de
linfocitos Th1, son capaces de activar, en Treg, la expresién del factor de trascripcion
T-bet, caracteristico de linfocitos Th1. La expresién conjunta de T-bet y FoxP3, permite
que los linfocitos Treg supriman especificamente a los linfocitos Th1.Sin embargo, una
mayor activacion de T-bet en comparaciéon a FoxP3, tiene un efecto deletéreo en la
funcién de Treg, aumentando a su vez la actividad tipo Th1 (Lu y cols.,2010). De esta
manera, se ha determinado que en presencia de IFN-y e IL-12, los linfocitos Treg son
capaces de reprogramar sus parametros genéticos y convertirse en linfocitos que

presentan caracteristicas de linfocito Th1 (Campbell y Koch., 2011).



La IL-6 por su parte, puede actuar en la estabilidad y funcién de linfocitos nTreg
y iTreg, induciendo la perdida en la expresiéon de FoxP3 y la adquisicién del fenotipo y
funcién caracteristica de linfocitos Th17 (Xu y cols,.2007; Yang y cols.,2008b). Esto se
produce debido a que STATS3, inducido por IL-6, disminuye la expresiéon de FoxP3 a

través de un mecanismo aun no dilucidado. (Xu y cols,.2007; Yang y cols.,2008b).

Los linfocitos Th17 por su parte, presentan gran plasticidad pudiendo
reprogramar su patron genético para expresar las caracteristicas fenotipica vy
funcionales de los linfocitos Th1 y Th2. Se ha observado que al cocultivar linfocitos
Th17 ex vivo en presencia de IFN-y e IL-12, estos linfocitos co-expresan el factor de
transcripcién T-bet en conjunto con RORyt. Estos linfocitos Th1/Th17 por lo tanto, son
capaces de combinar las funciones pro-inflamatorias de ambos subgrupos de linfocitos
efectores, expresando tanto IL-17 como IFN-y (Lexberg y cols., 2010). Por otro lado, se
ha observado que linfocitos Th17 generados in vitro, pueden ser reprogramados a

linfocitos Th2 en presencia de IL-4 (Lexberg y cols., 2008).

A diferencia de los otros procesos de reprogramacion en linfocitos T CD4+, la
reprogramacion de linfocitos Th17 a Treg no se produce en presencia de factores de
polarizacion de linfocitos Treg como TGF-B, IL-2 y RA. Sin embargo, estudios en
humanos, han demostrado in vitro, que los linfocitos Th17 pueden reprogramarse a
linfocitos Treg en presencia de células estromales de médula 6sea, como lo son las
células troncales mesenquimaticas (MSC) o células mieloides supresoras CD14+ HLA-
DRIow (MDSC). (Hoechst y cols., 2011; Ghannam y col., 2010). Si bien el mecanismo

por el cual estas células podrian ejercer este efecto aun no se encuentra
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completamente dilucidado, estos estudios plantean que estas células son capaces de
crear un microambiente tolerogénico caracterizado por la presencia de IL-10 y TGF- B,

que favoreceria este proceso (Hoechst y cols., 2011; Ghannam y col., 2010).

1.1.5 Células de la médula ésea y linfocitos T CD4+

La médula 6sea es un tejido que alberga una gran diversidad de células
capaces de modular la respuesta inmune mediada por linfocitos T. En este trabajo,
estudiamos en las células mesenquimaticas (MSC) y los macréfagos (M@) debido a
que estas celulas tienen la capacidad de dirigir especificamente los procesos de

diferenciacion de Treg y Th17 en modelos murinos.

Las MSC son células multipotentes que tienen la capacidad de inhibir la
diferenciacién de linfocitos Th17 y la produccién de citoquinas inflamatorias como
IL-17, TNF-a e IFN-y (Augello y cols., 2007; Ghannam y col., 2010; Le Blanc y
Mougiakakos., 2012; Qu vy cols., 2012). Por otra parte, se ha observado que las MSC
favorecen la diferenciacion de los linfocitos T virgenes a linfocitos Treg y el aumento en
la produccién de factores inmunosupresores como IL-10, IDO y PGEZ2 (English y cols.,

2009; Kavanagh y Mahon, 2011; Shiy cols., 2012).

Se ha observado que las MSC pueden ademas modular el fenotipo de otras
células presentes en la médula 6sea, como por ejemplo, los Ma. El cultivo in vitro de
MSC con Mg, induce la expresién de un fenotipo regulador, los cuales secretan una
gran cantidad de IL-10, expresan bajos niveles de MHC-Il y producen una bajas
cantidades de citoquinas inflamatorias como IL-12, TNF e IFNy (Kim y Hematti., 2009,

Le Blanc y Mougiakakos.,2012; Magginiy cols., 2010).
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Los Mg son células fagociticas que se originan a partir de monocitos
circundantes en la sangre que tienen la capacidad de presentar antigenos a los
linfocitos T, iniciando y modulando la respuesta inmune adaptativa (Mazzini y cols.,
2014; Mann y Li.,, 2014). Los Mz se caracterizan por co-expresar los marcadores
CD11b y F4/80, y de acuerdo a las condiciones presentes en el microambiente durante
el proceso de activacion, ellos se pueden clasificar en Mg clasicamente activados o Mg

alternativamente activados (Mooser D.M y Edwards J.P., 2008)

Los M@ clasicamente activados o macréfagos inflamatorios (M1) se activan en
presencia de LPS y citoquinas inflamatorias como IFNy y TNF, que pueden ser
producidas tanto por células del sistema inmune innato, tales como Natural killer, o por
células del sistema inmune adaptativo, como los linfocitos Th1. Cuando estos Mg son
activados, secretan una gran cantidad de citoquinas inflamatorias como TNF e IL-12,
bajas cantidades de IL-10, aniones superoxidos y radicales libres de oxigeno y
nitrogeno que incrementan su habilidad para matar células u microorganismos
(Heusinkveld, M. y cols., 2011; Martinez y Gordon., 2014; Mooser D.M y Edwards J.P.,
2008). De esta manera, los Mg clasicamente activados participan en las respuestas
inflamatorias y son componentes vitales de la defensa del hospedador. Sin embargo,
dado que estas células producen grandes cantidades de citoquinas inflamatorias, se ha
observado que los macréfagos M1 podrian favorecer la diferenciacion a linfocitos Th17
y participar activamente en las inmunopatologias que ocurren durante algunas
enfermedades autoinmunes, como artritis reumatoide e inflamacién crénica del

intestino (Li y cols., 2013; Mooser D.M y Edwards J.P., 2008; Shouval y cols., 2014).
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Los Mg alternativamente activados (M2) se estimulan en ausencia de citoquinas
inflamatorias y pueden clasificarse en Mg reparadores de tejidos o Me reguladores.
Los M@ reparadores de tejidos se activan en presencia de IL-4 y participan, como su
nombre lo dice, en la reparacion del tejido dafiado. Estas células son capaces de
producir grandes cantidades de IL-4 y dado que presentan la enzima arginasa, son
capaces de degradar arginina, participando en la sintesis de colageno. Se ha
observado que estos macréfagos producen cantidades similares de IL-12 e IL-10, por
lo que no son capaces de producir un desequilibrio que pueda favorecer una respuesta
inflamatoria o una respuesta reguladora (Brancato y Albina, 2011; Mooser y Edwards,

2008).

Los M@ reguladores por su parte, activan a través de los receptores tipo Toll
(TLR) en presencia de complejos inmunes, protaglandinas, células apoptéticas, IL-10,
adenosina, dopamina o histamina (Mooser D.M y Edwards J.P., 2008). Este subgrupo
de Mg se caracterizan por secretar grandes cantidades de IL-10 y bajas cantidades de
IL-12, produciendo un microambiente tolerogénico. Ademas, expresan en baja cantidad
moléculas relacionadas con la activacién de los linfocitos T como MHC-Il, CD80 y
CD86, favoreciendo la diferenciacion de linfocitos T virgenes a linfocitos T reguladores
(Elcombe y cols.,2013; Filardi, y cols., 2010; Mantovani y cols., 2004; Mooser y
Edwards, 2008). Por otra parte, se ha observado que los Mg reguladores tienen la
capacidad de inhibir la respuesta inmune generada por linfocitos Th1 o Th17 a través
de un mecanismo que puede ser independiente de la induccion de Treg. Bajo este
contexto, la IL-10 producida por estos Mg surge como el principal factor

inmunoregulador ya que se ha demostrado, puede afectar negativamente Ia
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diferenciacion y estabilidad de estos linfocitos T efectores (Denning y cols, 2007;

Hayashi y cols, 2013; Takada y cols., 2010).

Dada sus caracteristicas inmunosupresoras, los Mg reguladores juegan un rol
fundamental en la regulacién de la respuesta inmune inflamatoria y en la induccion de
tolerancia, sobre todo en el intestino, donde se ha demostrado que la ausencia de Mg
reguladores estaria relacionada con colitis severa y respuestas inmunes inflamatorias

potentes (Hayashi y cols, 2013; Medina-Contreras y cols., 2011; Shouval y cols., 2014).

En este trabajo analizaremos la reprogramaciéon celular de linfocitos Th17
murinos a linfocitos Treg in vitro, con el fin de comprender los mecanismos que
permiten mantener el equilibric entre inmunidad y tolerancia. Dado que esta
reprogramacion se ha observado solo en humanos y cuando estan presentes células
mesenquimaticas o células mieloides supresoras, se purificd células del estroma de
médula 6sea para inducir este proceso. Determinamos que la reprogramacion de
linfocitos Th17 a linfocitos Treg es posible en presencia de Mg con caracteristicas
reguladoras, confirmando la capacidad de reprogramacion de esta subpoblacion
linfocitaria. Estos resultados permitirdn el estudio in vivo de la reprogramacién de

linfocitos Th17 a Treg y los mecanismos que estan involucrados en este proceso.
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1.2 HIPOTESIS

Macréfagos derivados del estroma de medula 6sea inducen la reprogramacion de

linfocitos Th17 a linfocitos T reguladores .

1.3 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de macréfagos derivados del estroma de meédula dsea en la

reprogramacion de linfocitos Th17 murinos a linfocitos T reguladores.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar y caracterizar fenotipicamente células estromales de medula 6sea.

2. Estudiar el efecto de macréfagos derivados del estroma de médula 6sea en la
generacién de linfocitos Treg y Th17.

3. Estudiar la reprogramacién in vitro de linfocitos Th17 a linfocitos Treg en
presencia de macréfagos derivados del estroma de medula 6sea.

4. Evaluar in vivo el efecto de macréfagos derivados del estroma de medula dsea

en un modelo de inflamacion intestinal en ratones.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIALES

2.1.1 Animales
Ratones C57BL/6 (B6) : cepa de ratones de haplotipo H-2°. Estos ratones se
utilizaron para la purificacién de DCs de bazo y para el cultivo in vitro de células de la
médula o6sea. Estos ratones se adquirieron en Jackson Laboratory (USA).
Ratones OTII/Foxp3-GFP: cepa de ratones de haplotipo H-2°. Se caracterizan por
poseer LT CD4+ cuyo TCR reconoce exclusivamente un péptido de 17 aminoacidos
derivados de la proteina ovoalbumina de pollo (OVAs;23.335). Ademas, presentan knock-
in de la proteina GFP bajo el promotor FoxP3. Estos ratones se generaron en el
bioterio de la Fundaciéon Ciencias para la Vida, al cruzar ratones machos QOTIl con
hembras GFP-FoxP3. Solo los machos de la descendencia presentaron las
caracteristicas de sus progenitores, por lo que solo se us6 animales de este sexo para
la generacion de linfocitos Th17 in vitro.

Todos los experimentos con animales se realizaron bajo la normativa de
CONICYT y fueron albergados en condiciones libres de patégenos en el bioterio de la

Fundacién Ciencia para la Vida.

2.1.2 Anticuerpos

Para la caracterizacién fenotipica de las distintas poblaciones celulares
mediante citometria de flujo, se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales de
eBioscience: CD80 FITC (clon 16-10A1), CD90 FITC (clon 30-H12), CD11¢ PE (clon
N418), IL-17 PE (clon 17B7), CD25 PE (clon PC61.5), CD39 PE (clon 24DMS1), CD86

PE (clon GL-1), CD115 PE (clon AF598), PDL-1 PE (clon MIH5), CD73 PE-Cy7 (clon
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Ty/11.8), GR-1 PE-Cy7 (clon RB6-8C5), SCA-1 PE-Cy7 (clon D7), CD3 APC (clon
17A2), IL-17 APC (clon 17B7), CD4 APCH7 (clon GK1.5), CD19 APCH7 (clon 1D3),
CD117 (clon ACK2) y CD73 PECy5 (clon Ty/11.8). Los siguientes anticuerpos se
obtuvieron de BD Pharmingen; H2K® FITC (clon AF6 88.5), I-A° PE (clon AF6 120.1) y
TER 119 PE (clon TER-119), mientras que los anticuerpos adquiridos de Biolegend
fueron los siguientes: CD11c FITC (clon N418), I-A° FITC (clon 25-9-17), NK1.1 (clon
PK136), CD11b PE (clon M1/70), CD34 PE (clon HM34), CD49b (clon DX5), CD49d
(clon 9C10), B220 PE-Cy7 (RA 36B2), CD45.1 PE-Cy7 (clon A20), CD4 APC (clon
GK1.5), CD11b APC (clon M1/70), SCA-1 APC (clon EB-161.7), CD44 APC (clon IM7),
CD45.2 APC (clon 104), F4/80 (clon BM8). Para la activacién de los linfocitos T se
utilizé el anticuerpo anti-CD3 de eBioscience (clon 145-2C11). Este anticuerpo permite

activar todos los linfocitos T aun sin necesidad de presentar un antigeno.

2.1.3 Reactivos

Para el cultivo celular de linfocitos T con células dendriticas y macréfagos se
usé medio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Media) suplementado con
2-mercaptoetanol [0,05 pM] (Invitrogen), Fungizona [0,25 pg/ml] (Invitrogen) y 10% de
suero fetal bovino (SFB). Para la generacién de linfocitos T reguladores y conversion
de linfocitos Th17, se agreg6é ademas TGF-B [5 ng/ml] (eBioscience), IL-2 [10 ng/ml]
(eBioscience) y RA [10 nM] (Sigma-Aldrich). Para la generacién de linfocitos Th17 se
agregé TGF-B [5 ng/mL] , IL-6 [20 ng/mL], IL-1B [10 ng/mL] y anti-IFN-y [10 pg/ml].

Todas las citoquinas utilizadas fueron de eBioscience.

Las células del estroma de médula ésea fueron cultivadas en medio aMEM
(Minimum essential médium alpha, GIBCO) suplementado con 10% suero fetal bovino

(SFB).
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2.2 METODOS

2.2.1 Cultivo de células de la médula ésea

Se usaron ratones C57BI/6, machos, que tenian entre 2 a 5 meses de edad.
Las células de la médula 6sea se extrajeron de las tibias y femures de los ratones. Los
huesos se esterilizaron con etanol 70% durante 1 minuto en campana y se
perfundieron con IMDM. Posteriormente, las médulas fueron disgregadas por agitacién
vigorosa y centrifugadas a 450 x g durante 10 minutos. Luego, se lisaron los glébulos
rojos y se centrifugaron las muestras a 450 x g durante 10 minutos. Las células fueron
resuspendidas en medio aMEM + 10% SFB a una concentracién aproximada de 3x1 0°
células/mL y se cultivaron en placas T25 a 37°C y 5% CO,. Se cambié la mitad del
medio cada 4 dias y cuando se observdé que las células alcanzaron un 80% de
confluencia se cambié de pasaje (dia 10-12 de cultivo). Para esto, se eliminé todo el
medio de las placas y se adicion6é 4 mL de PBS 1X durante 1 minuto. Luego, se
descarté el PBS 1X y posteriormente agregé 2 mL de tripsina-EDTA (GIBCO BRL),
incubandose durante 10 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se lavé una vez la
placa con la misma tripsina y se recuperaron las células en un tubo con 2mL de aMEM
+ 10% FSB. Se volvié a lavar la placa con 2 mL de aMEM + 10% FSB. Las células se
centrifugaron a 450 x g durante 10 minutos, y posteriormente se resuspendieron con
aMEM + 10%. Las células se resuspendieron a una concentracién de 0,145 x 10°
células/mL. Se cultivaron 7mL de esta suspension celular en placas T25 a las cuales

se les cambia la mitad del medio cada 4 dias. Las células fueron utilizadas en pasaje 2.
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El fenotipo de las células obtenidas en cada pasaje se analiz6 mediante
citometria de flujo. .Para determinar el patrén de citoquinas que secretan, se cultivaron
100.000 macroéfagos en medio aMEM + 10% FBS sin ningun reactivo (control), con
LPS (1pg/mL) o Zimozan (10ug/mL) durante 4 horas a 37°C. Se extrae el

sobrenadante para analizar las citoquinas por CBA o ELISA.

2.2.2 Purificacion de células dendriticas (DCs)

La obtencién de DCs se hizo a partir del bazo de ratones machos, C57BL/6, que tenian
entre 2 a 4 meses de edad. Para purificar las DCs, se disgregé mecanicamente el
bazo y se resuspendié en 5 mL de PBS + 10% suero fetal bovino (SFB). Los tejidos se
digirieron en agitacion constante durante 45 minutos, a 37°C , en presencia de 1
mg/mL de colagenasa D (Roche) y 20 pug/ml de DNAsa | (Sigma). La suspension
celular resultante se pasé6 a través de un cell strainer de 70 um, se lavé con RPMI +
10% SFB y el pellet obtenido se resuspendié en 2 mL de buffer de lisis de glébulos
rojos (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos, a 4°C. Transcurrido el tiempo, se lavaron las
células con 12 mL de PBS (Phosphate buffer saline, Invitrogen) y se resuspendieron en
Verseno + 0,5% SFB, de manera que quedd a una concentracion de 330 x 10° células
/mL. Se agregé 30 pL de MACS® CD11c de ratén (clon N418, Miltenyi Biotec) por cada
100 x 10° células y se incub6 durante 20 minutos a 4°C con agitacion constante. Luego
de la incubacion, las células se lavaron y se resuspendieron en Verseno + 0,5% SFB,
dejando las células a una concentracién de 100 x 10° células/mL. Se purificaron las
células CD11c" por seleccion positiva usando un magneto (VarioMACS®, Miltenyi
Biotec) y el porcentaje de células dendriticas se verificé por citometria de flujo

mediante la expresion de CD11c.
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2.2.3 Purificacién de linfocitos T virgenes (CD4+ CD25-)

Los linfocitos T virgenes se obtuvieron a partir del bazo de ratones OTII /Foxp3-
GFP machos, de 2 a 4 meses de edad. Para esto se perfundié el bazo con RPMI +
10% SFB luego de lo cual se centrifugaron las células a 600 x g por 7 minutos a 4°C. El
pellet se resuspendié en 2 mL de buffer de lisis de globulos rojos (Sigma-Aldrich) y las
células se incubaron durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se lavaron las células
con 12 mL de PBS y se resuspendieron a una concentracién de 250x10° células/mL en
Verseno + 0,5 % SFB. Luego se agregaron 5 uL de Biotin-Antibody Cocktail (CD4+ T
cell isolation kit Il, Miltenyi Biotec) por cada 10x10° células y se incubaron durante 12
minutos a 4°C con agitacion constante. Posteriormente, sin lavar las células, se
adicion6 30 pL de Verseno + 0,5% SFB y 10 pL de particulas anti-Biotin (CD4+ T cell
isolation kit Il, Miltenyi Biotec) por cada 10x10° células, y se incubaron durante 20
minutos a 4°C con agitaciéon. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con 10
mL de PBS + 0,5% SFB y se resuspendieron en el mismo medio dejando las células a
una concentracién de 100x10° células/mL. La suspension celular fue sometida a
separacién inmunomagnetica (VarioMACS®, Miltenyi Biotec) y se recolecté la fraccion
negativa, la cual correspondio a la poblacion celular CD4+. Para la posterior deplecion
de linfocitos CD25+, la fraccion enriquecida en linfocitos CD4+ se incub6é con 1 L del
anticuerpo CD25 PE por cada 10 millones de células en 100 pL de Buffer MACS.
Luego de 12 minutos de incubacién, se lavaron las células y se resuspendieron en
80pL de bufer MACS y 20uL de particulas magnéticas anti-PE por cada 10 millones de
celulas. Se incubé a 4°C, en agitacion constante y oscuridad, durante 20 minutos y
luego de lavar las células se procedié a la separacién inmunomagnética de acuerdo a

las instrucciones del fabricante utilizando columnas LS (Milteny Biotec). Se recolecto la
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fraccidn negativa, la cual contiene los linfocitos CD4+CD25-. El porcentaje obtenido de

estas células, se verificé por citometria de flujo.

2.2.4 Generacion de linfocitos T reguladores y linfocitos Th17

Para generar Treg y linfocitos Th17 se realizaron co-cultivos de DCs y células
estromales de meédula dsea provenientes de ratones C57BL/6 con LT virgenes

(CD4CD25Y) de ratones OTII/Foxp3- GFP.

Se co-cultivaron 0,02x10° DCs con 0,1x10° linfocitos T virgenes por pozo, en
placas de 96 pozos de fondo plano (Orange Scientific) y en medioc completo de co-
cultivo (IMDM + 10% SFB + fungizona + 2ME). El volumen final por pozo fue de 200 ul.
Para la generacion de linfocitos T reguladores inducibles, se adicioné anti-CD3
(1 pg/ml), TGF-B [2 ng/mL], IL-2 [10 ng/mL] y RA [ 10nM]. Por otro lado, para la
generacion de linfocitos Th17 se agregé al medio anti-CD3 (1 pg/ml), TGF-B [2 ng/mL],
IL-6 [20 ng/mL], IL-1B [10 ng/mL] y a-IFNy [10 ug/mi]. En algunos casos, estas células
fueron cocultivadas con 8500 células de la médula ¢sea, las cuales fueron plagueadas

48 horas antes que las demas célula en medio aMEM + 10% FBS.

Luego de 5 dias de cultivo se analizé mediante citometria de flujo la generacién
de Treg (GFP+ CD4+CD25+). Del mismo modo, se analizé la produccién de IL-17 por
los linfocitos Th17, para lo cual, las células fueron previamente activadas con PMA y

ionomicina en presencia de brefeldina por 4hrs.
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Cuando se indica, los linfocitos T virgenes fueron marcados con Violet (Cell Trace™
Violet proliferation kit). Para ello, se lavaron 2 veces con PBS para eliminar los restos
de suero y se resuspendieron en 1 ml de PBS por cada 10x10° células en presencia de
Violet [5 uM]. Las células se agitaron en vortex por 10 segundos y luego se incubaron
durante 20 minutos con agitacion suave, en oscuridad y a 37°C. Posteriormente, se
llevé a un volumen total de 10 ml con medio IMDM + 10% SFB y se incubaron las
células durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las células se
centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C y se resuspendieron a una concentracion

de 5x10° células/ml en medio de cocultivo

2.2.5 Marcaje celular y citometria de flujo

Para la deteccion de moléculas de superficie, las células se incubaron en PBS +
2% SFB y Fc-block durante 10 minutos, en oscuridad y a 4°C. Transcurrido este
tiempo, se centrifugaron las células y resuspendieron en PBS + 2% SFB. A este
medio, se le agrego distintas combinaciones de anticuerpos y se incubé a 4°C durante
30 minutos en oscuridad. Posteriormente se lavaron con PBS + 2% SFB y se
centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Para descartas las células muertas se

utilizé yoduro de propidio (Pl, Sigma- Aldrich)

Para el marcaje intracelular, luego del marcaje de superficie, las células se
resuspendieron en buffer de permeabilizacién y fijacion 1X (KIT Cytofix/Cytoperm
Fixation/Permeabilization, BD Bioscience) a una concentracion de 1x10° células/mL y
se incubaron por 20 minutos, a 4°C en oscuridad. Luego, las células se lavaron con

700 pL de buffer de permeabilizacién (KIT Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization,
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BD Bioscience) y se centrifugaron a 700 x g por 8 minutos a 4°C. Posteriormente, las
células se resuspendieron en buffer de permeabilizacion 1X y los correspondientes
anticuerpos intracelulares. Se incubaron las ceélulas durante 30 minutos a 4°C en
oscuridad y posteriormente se lavaron con 700 yL de buffer de permeabilizacién y se
centrifugaron a 700 x g durante 8 minutos. Finalmente, las células se resuspendieron a
una concentracion de 1-2 x10° células/mL de PBS + 2% FSC para ser analizadas por
citometria de flujo. Para la deteccién de células muertas en células fijadas, se usé
1ul/ml de Viability dye (Fixable Viability dye eFluor®, eBioscience) el cual se marcé en

conjunto con los anticuerpos de superficie.

Los analisis de los resultados obtenidos a partir de la citometria se realizaron
utilizando el programa BD FACS Diva de BD Bioscience y el programa Flow Jo (Tree

Star inc.).

2.2.6 Separacion de linfocitos Th17 generados in vitro mediante cell sorting

Luego de la generacion de los linfocitos Th17, se aislo la subpoblacién deseada
mediante cell sorting. Para esto, las células se recuperaron de la placa y se
centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. El pellet se resuspendié en RPMI +
10% SFB a una concentracién de 2 x 10° células/mL. Se adicion6 25 pL/mL de PMA
[1 mM], 2 yL/mL de ionomicina [0,5 mg/mL] y se incubé durante 4 horas a 37°C .
Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron con PBS + 2% FSB, se resuspendieron
en ese mismo medio a una concentracion de 100 x 10° células/mL y se incubaron
durante 20 minutos, a 4°C, en presencia de anti-CD4 APC y anti-IL-17 PE. Luego, las

células se lavaron con RPMI + 10% FSB filtrado y se resuspendieron en este mismo
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medio a una concentracion de 25 x 10° células/mL. Los linfocitos Th17 fueron

seleccionados por cell sorter en base a la expresion de CD4+IL-17+FoxP3-.

2.2.7 Reprogramacion de linfocitos Th17 in vitro

Linfocitos Th17 generados in vitro se purificaron mediante cell sorfer y co-
cultivaron con células dendriticas y factores de polarizacién a Treg, en presencia o

ausencia de células de la médula dsea.

Especificamente, se recultivaron 0,1x10° linfocitos Th17 con 0,02x10° DC en
presencia de los factores de diferenciacion a Treg; TGF-B [5 ng/ml] (eBioscience), IL-2
[10 ng/ml] (eBioscience), RA [10 nM] (Sigma-Aldrich). En algunos casos, se agregé
8.500 6 100.000 células de la médula 6sea por pozo 48 horas antes que las demas
celulas, en placas de 96 pozos de fondo plano (Orange Scientific). Las células se
cultivaron en medio completo (IMDM + 10% SFB + fungizona + 2ME) y la activacién de
los linfocitos T se indujo con anti-CD3 [1ug/mL]. Al quinto dia de cultivo, se analizé la

expresion de IL-17 y GFP-FoxP3 en linfocitos T CD4+.

El mismo cultive de reprogramacion se realizé en un Transwell (Millicell® 96-
Well Cell Culture Insert Plates) en presencia de TGF-B [5 ng/ml] (eBioscience), IL-2 [10
ng/ml] (eBioscience), RA [10 nM] (Sigma-Aldrich) En el pozo inferior se cultivaron
diferentes concentraciones de células de la médula 6sea, mientras que en el pozo

superior, se co-cultivaron las células dendriticas con los linfocites Th17.
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2.2.8 Efecto de macrofagos derivados de la médula ésea in vivo

Se indujo inflamacién intestinal mediante anti-CD3 (145-2C11)(Huber vy cols.,
2011). Para ello, ratones C57BL/6 se inyectaron por via intraperitonial con dos dosis
de 20 ug de anti-CD3 a las 0 y 48 horas de tratamiento. En algunos casos, se inyectd
0,6 x 10° macréfagos reguladores 24 horas antes y 24 horas después de la primera
dosis de anti-CD3. Para la condicién control , en vez de inyectar anti-CD3, se inyect6

dos dosis de PBS 1X.

Transcurridos 6 dias desde la primera dosis de anti-CD3, se midié el largo del
colon y mediante citometria de flujo, se analizé los porcentaje de células que
expresaban IL-17 o GFP-FoxP3. Se pesaron los ratones todos los dias para

determinar como variaba este parametro con la inflamacién intestinal.

2.2.9 Deteccion de citoquinas mediante CBA (Cytometric Bead Array)

La detecciéon de citoquinas en los sobrenadantes de los cocultivos de
generacion de linfocitos Treg o Th17 se realizé utilizando Cytometric Bead Array
(CBA). Especificamente, se us6 el kit Th1/Th2/Th17 de ratén (Cytokine Kit BD
Bioscience), el cual permitié evaluar simultdneamente IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a , IL-
17A e IL-10 por citometria de flujo. Para esto se mezclaron 11 pL de sobrenadante, con
11 pL de un mix por partes iguales de perlas especificas para cada citoquina y 11 L
de PE Detection Reagent. Esta mezcla de incubd por 2 horas a temperatura ambiente
en oscuridad. Posteriormente, se lavaron las muestras con 200 uL de una solucién de
lavado provista en el kit y las muestras se centrifugaron a 250 x g durante 5 minutos a

4°C. Las células se resuspendieron en 300 pL de la solucion de lavado y se midié la
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concentracion de citoquinas mediante citometria de flujo. La cantidad de cada citoquina
se determind por interpolacion a partir de una curva estandar. Los datos obtenidos

fueron analizados por el programa BD CBA Software (BD ™).

2.2.10 Aislamiento de las células de lamina propia de intestino

Para aislar linfocitos de lamina propia, el intestino delgado se aislé de su unién
con el estdmago e intestino grueso y colocé sobre una placa con HBSS 1X. Luego de
eliminar el tejido conectivo, se cortd el intestino longitudinalmente y se limpié el interior,
asegurandose de que quedara libre de heces. Posteriormente, se corté en trozos de 3
a 4 cm y se incubé a 37°C por 20 min en 20 ml de RPMI + Hepes 25 mM + B-
merceptoetanol 50 uM + 0,145 mg/mL de DDT + EDTA 5mM. Al termino de la
incubacion, se agité vigorosamente durante 10 segundos y los pedazos de intestino
fueron transferidos a un nuevo tubo con 10 ml de RPMI + Hepes 25 mM + B-
merceptoetanol 50 uM + EDTA 2mM. Esta operacion se repitié 2 veces con el objetivo
de eliminar los linfocitos intraepiteliales. El tejido intestinal restante, se sometié a
digestion enzimatica durante 45 min a 37°C en 12 ml de medio de RPMI + Hepes 25
mM + B-ME 50 pM con 0,1 mg /mL de liberasa (Roche) + 10 mg/mL DNAasa. Luego,
se disgrego mecanicamente el tejido no digerido en filtros de 100 um (Cell Strainer,
BD) y la suspension celular se centrifugd a 600 x g por 7 min a 4°C. Posteriormente, el
pellet obtenido sere suspendié en 4 ml de Percoll 44% y se realizé una centrifugacién
en gradiente discontinua de Percoll 44/67 a 600 x g por 20 min a 20°C, con una
aceleracidon de 1 y sin freno. La interfas celular se lavé con 8 mL de RPMI + 10%SFB a
temperatura ambiente. Posteriormente, las células se resuspendieron en medio de

cultivo RPMI 1640 completo + 10% SFB y se contaron.
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2.2.11 Andlisis Estadistico

Todos los datos se analizaron usando el programa GraphPad Prism 5.0c y son
presentados como el promedio + SEM. Para comparar dos grupos, se usé el t test
pareado y para comparar 3 0 mas grupos, se usé el test de comparacion multiple de
Kruskal Wallis. Los resultados se consideraron como estadisticamente significativos

cuando el P value fue < 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacién de células estromales de médula 6sea.

Trabajos previos han demostrado que los linfocitos Treg pueden reprogramarse
a linfocitos Th17 cuando son cultivados en condiciones de polarizacién a Th17 (Xu y
cols,.2007; Yang y cols.,, 2008b). Sin embargo, el cultivo de linfocitos Th17 en
condiciones de polarizacion a Treg no induce su reprogramaciéon a Treg. En humanos
se ha descrito que células troncales mesenquimaticas (MSC) o células mieloides
supresoras (MDSC), tienen propiedades inmunosupresoras e inducen en un pequefio
porcentaje de células la reprogramacion de linfocitos Th17 a Treg (Hoechst y cols.,
2011; Ghannam y col., 2010). En este trabajo, estudiamos el efecto de células
estromales de meédula ésea sobre la reprogramacion de linfocitos Th17 a Treg en

ratones.

Para obtener células estromales de medula 6sea se perfundieron las tibias y los
fémures de ratones C57BL6. La médula resultante fue cultivada en medio aMEM +
10% SFB y una vez alcanzada la confluencia, las células fueron tripsinizadas y
recultivadas., Analizamos mediante citometria de flujo la presencia de diferentes linajes
celulares en la médula 6sea antes de ser cultivadas (Py) y en los pasajes P, y Ps,

obtenidos luego de la tripsinizacion de las células adherentes (Tabla ).

La Tabla | muestra, en una ventana de células vivas, que las células en P, son
una mezcla de diferentes poblaciones celulares, entre las cuales destacan por su
mayor abundancia, las células tipo mieloides supresoras CD11b+ GR-1"CD49d+ (18,9

+ 3,9 %) y los neutréfilos CD11b+ GR-1"F4/80- (13,2 + 8,8 %). Esta tendencia cambia
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cuando las células se encuentran en Py, ya que desaparecen las células tipo mieloides

supresoras CD11b+GR-1"CD49d+ (0,3 + 0,1 %) y los neutrofilos CD11b+GR-1" F4/80-

(1,0 £ 1,5 %), dando lugar a un enriquecimiento significativo de macréfagos CD11¢c-

CD11b+F4/80+CD64+ (81,6 + 6,5) que es aun mayor en P; (95,7 + 0,4). De esta

manera, determinamos que el cultivo de médula 6sea que realizamos favorece el

enriquecimiento principalmente de macréfagos.

Tabla I. Porcentaje de diferentes tipos celulares presentes en los distintos
pasajes del cultivo de células estromales de médula ésea de raton.

Poblacion | Sub-poblacién Marcadores Pasaje 0 | Pasaje 1 | Pasaje 2

Mieloides | Tipo mieloides supresoras | cD11b+ GR-1 hi CD4gd+ 18,9+ 3,9 0,340, 0,2+0,1
Macréfagos CD11c- CD11b+ F4/80+ CD&4+ 1511 8161+6,5 957+ 0,4
Neutréfilos CD11b+ F4/80- GR-1hi 13,388 1,0+1,5 04086
Monocitos CD11b+ CD115+ 44+01 06105 14120
Dendriticas Convencionales | cD11c+ B220- 16+0,6 98+64 24+009
Dendriticas Plasmocitoides | cb11c+ B220+ 0602 0,0 £0,0 0,001

Linfocitos |Linfocitos B B220+ CD19+ 23106 0,5+03 0,0£0,0
Linfocitos T CD3+ 1,2+0,1 0608 07+04

NK Asesinos Naturales NK1.1+ CD3- 93+09 38+31 4614,0

Células

troncales | Tipo MSC SCA-1+ CD90+ CD44+ TER119- 20+£24 06+62 01+£24

Los macrofagos resultantes en P, expresan CD11b y F4/80, marcadores

especificos de este linaje celular en ratones, expresan en su totalidad CD64, el

receptor de alta afinidad de las inmunoglobulinas del tipo 1gG,,y no expresan CD11c,

el marcador por excelencia de células dendriticas en ratones (Figura 3).
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Figura 3. El cultivo de células estromales de medula 6sea favorece el
enriquecimiento de macrofagos. Células de la médula ésea de ratones C57BI/6
fueron cultivadas en medio aMEM + 10% FBS vy tripsinizadas una vez que alcanzaron
la confluencia. Luego de dos procesos de tripsinizacion se analizé mediante citometria
de flujo la expresion de los marcadores CD11c, CD11b, F4/80, CD64 y GR-1 en las
células obtenidas.

La capacidad de las células presentadoras de antigenos para inducir
inmunidad o tolerancia depende de la expresion de moléculas relacionadas con la
presentacion de antigenos o moléculas de histocompatibilidad y moléculas de
coestimulacion. Los macréfagos CD11¢c-CD11b+F4/80+ obtenidos en P, exhiben una
baja expresion del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il (IA-b) y de las
moléculas de coestimulacion PDL-1 y CD80, en comparacién con la expresion
observada en células dendriticas (DC) del bazo de un ratén de la misma cepa (Figura
4A). La expresién de CD86 en los macréfagos es similar a la de las DC. Estos
resultados nos indican que los macréfagos obtenidos en el cultivo de células
estromales de medula 6sea podrian favorecer una respuesta tolerogénica tal como se

ha sugerido en la literatura (Bi-man y cols., 2009; Sun y cols., 2014).
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Con el fin de determinar si los macréfagos obtenidos en cultivo presentan un
fenotipo regulador, medimos las citoquinas que producen cuando son activados con
zimozan o LPS (Mooser y Edwards, 2008). En la figura 4B observamos que los
macroéfagos no activados o activados con zimozan o LPS, no producen IL-4, IFNy e
IL-12p70. Sin embargo, observamos que los macréfagos producidos en este trabajo

producen grandes cantidades de IL-10 cuando son activados con LPS.

Estos resultados indican que los macréfagos derivados del estroma de médula
Osea presentan caracteristicas de macréfagos reguladores ya que exhiben baja
expresion de moléculas de histocompatibilidad de clase-ll, baja expresion las
moléculas co-estimuladoras CD80 y PDL-1, ademas producen una gran cantidad de

IL-10, una citoquina con reconocida funcién inmunosupresora.
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Figura 4. Los macréfagos en P2 presentan un fenotipo regulador. A- Histograma
representativo de la expresion de |A-b, PDL-1 CD80 y CD86 y en macréfagos (Mg)
CD11b+ CD11c- F4/80+ obtenidos a partir de células de médula 6sea y en células
dendriticas (DC) obtenidas del bazo de ratones C57BL6. EIl histograma sombreado
corresponde al control y las lineas negras al marcaje especifico. B-C. Patron de
secrecién de citoquinas de 100.000 Mg cultivados a 37°C en presencia ¢ ausencia de
LPS (1ug/mL) o Zimozan (10ug/mL) durante 4 horas. La concentracion de IL-4, IFN-y e
IL-10 en el sobrenadante del cultivo se determiné mediante CBA (B) y de IL-12p70
mediante EL/SA (C). Los datos representan el promedio + SEM de al menos tres
experimentos independientes (Prueba Kruskal-Wallis, * p< 0,05)
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3.2 Efecto de los macréfagos derivados de la médula 6sea en la generacion

linfocitos Treg

Con el fin de analizar si los macréfagos con caracteristicas reguladoras pueden
ejercer un rol inmunosupresor e inducir un ambiente tolerogénico, analizamos el efecto
que tienen estas células en la diferenciacidén de linfocitos T virgenes a linfocitos Treg y

Th17.

Linfocitos T virgenes CD4+CD25- provenientes de un ratén OTII/Foxp3-GFP
(CD45.1+/CD45.2+) fueron cocultivados durante 5 dias con a-CD3 y células dendriticas
(DCs), en presencia o ausencia de macréfagos derivados del estroma de medula ésea
provenientes de un raton C57BL6 (CD45.2+). Para inducir la diferenciacion de los
linfocitos T virgenes a linfocitos T reguladores, se agregé al cultivo TGF-B, IL-2 y acido

retinoico (RA).

Al analizar la diferenciacién de linfocitos T virgenes a linfocitos Treg
CD45.1+CD4+CD25+FoxP3+ mediante citometria de flujo (Figura 5A), observamos
que en presencia de células dendriticas, los macréfagos aumentan el porcentaje de
células CD25+FoxP3+ de un 55% a un 70% y alcanza incluso un 80% cuando el cultivo
se realiza en presencia de macréfagos, pero en ausencia de células dendriticas. Esto
es relevante ya que se piensa que solo las células dendriticas son capaces de activar
linfocitos T virgenes. Por ofra parte, el nimero absoluto de Treg en presencia de
macrofagos es significativamente mayor en comparacion a los cultivos sin macréfagos
y la presencia de células dendriticas no produjo cambios significativos. Estos
resultados indican que el efecto de los macréfagos es directo sobre los linfocitos T y no

requiere de la mediacion de otras células presentadoras.
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Figura 5. Macréfagos derivados de médula 6sea favorecen la diferenciacion de

linfocitos T virgenes a Treg. 100.000 linfocitos T virgenes CD4*CD25™ provenientes
de un ratén OTII/Foxp3-GFP se cultivaron durante 5 dias con a-CD3 y la condicién de
polarizaciéon a Treg (TGF-B, IL-2 y RA), en presencia o ausencia de 20.000 DCs. En
algunos casos, se agregé al cultivo 8.500 macréfagos (M@). A- Imagen representativa
obtenida por citometria de flujo de la expresiéon de FoxP3-GFP y CD25 en una ventana
CD45.1+CD4+ y grafica del numero absoluto de Treg en las condiciones analizadas. B-
Imagen representativa de la expresion de CD39 y CD73 en linfocitos Treg
CD45.1+CD4+FoxP3+ y grafica de la intensidad media de fluorescencia. C- Evaluacién
de la concentracién de citoquinas en los sobrenadantes de los cultivos de generacién
de Treg en presencia o ausencia de Mg determinada mediante CBA. Los datos
representan el promedio + SEM de al menos tres experimentos independientes (t test
pareado * p< 0,05, ** p< 0,005).
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Con el propésito de estudiar si los macréfagos derivados de médula ésea
pueden modificar los mecanismos a través de los cuales los Treg ejercen |la supresion,
estudiamos la expresion de CD39 y CD73, dos ectonucleotidasas que tienen la
capacidad de degradar el ATP/ADP y producir adenosina, un nucleésido que detiene la
proliferacion de linfocitos T efectores. En la figura 5B observamos que aquellos
linfocitos diferenciados en presencia de macréfagos expresan mayores niveles de
CD39 y menores niveles de CD73, en comparacion con los linfocitos diferenciados en
ausencia de estas células. Por otra parte, al analizar el efecto de los macréfagos en la
produccioén de citoquinas en los cultivos de generacién de linfocitos Treg observamos
que la presencia de estas células aumenta significativamente la concentracion de IL-10
e IL-17 y disminuye significativamente la concentracién de IL-2. No se observd
variaciones en la concentracion de las citoquinas TNF o IFN-y (Figura 5C). Aunque la
presencia de los macréfagos produce cambios significativos sobre los linfocitos Treg, la

interpretacion de los resultados no es evidente.

3.3 Efecto de los macrofagos derivados de médula 6sea en la generacién de

linfocitos Th17

Linfocitos T virgenes CD4+CD25- provenientes de un ratén OTII/Foxp3-GFP
(CD45.1+/CD45.2+) fueron cocultivados con a-CD3, células dendriticas (DCs), en
presencia o ausencia de macrofagos provenientes de un raton C57BLE (CD45.2+).
Para inducir la diferenciacion de los linfocitos T virgenes a linfocitos Th17, se agregé6 al

cocultivo TGF-B, IL-6,IL-1B y el anticuerpo blogqueador a-IFNy.
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Al analizar la diferenciacién de linfocitos T virgenes a linfocitos Th17
CD45.1+CD4+IL-17+ mediante citometria de flujo (Figura 6A), observamos que la
presencia de macrofagos reduce el porcentaje de linfocitos Th17 de un 60% a un 37%.
Por otra parte, la presencia de macréfagos en el cultivo disminuyen significativamente
el nimero absoluto de Th17 en comparacion a los cultivos en ausencia de estas
células. Ademas, no observamos diferencias significativas en los cultivos con
macréfagos, en presencia o ausencia de células dendriticas. Estos resultados indican
que el efecto negativo de los macréfagos en la diferenciacion a linfocitos Th17 no

requiere de otras células presentadoras.

Trabajos recientes han determinado que existen dos tipos de linfocitos Th17:
linfocitos Th17 inflamatorios y linfocitos Th17 reguladores (Chalmin y cols., 2012).
Estos dos subtipos se diferencian fenotipicamente y funcionalmente. Para determinar
que tipo de linfocitos Th17 producen los macréfagos in vitro, analizamos mediante
citometria de flujo la expresién de las ectonucleotidasas CD39 y CD73, dos moléculas
caracteristicas de los linfocitos Th17 reguladores que no estan presentes en los

linfocitos Th17 inflamatorios.

La Figura 6B muestra que la presencia de macroéfagos en los cultivos induce, en
los linfocitos Th17, una disminucién significativa de la expresion de CD39, mientras que
la expresion de CD73 no se ve afectada por estas células. Al analizar el efecto de los
macréfagos en la produccion de citogquinas en los cultivos de diferenciacion a linfocitos
Th17 observamos que la presencia de los macrofagos disminuye significativamente la
concentracion de IL-17, pero no afecta la concentracion de IL-10, IL-2, TNF e IFN-y
(Figura 6C). El conjunto de estos resultados muestra que los macréfagos derivados de

médula ésea tienen un efecto inhibitorio en la diferenciacion de linfocitos Th17.
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Figura 6. Macrofagos derivados de médula ésea inhiben la diferenciacion de

linfocitos T virgenes a Th17. 100.000 linfocitos T virgenes CD4TCD25 provenientes
de un ratén OTII/Foxp3-GFP se cultivaron durante 5 dias con a-CD3 y la condicién de
polarizacién a Th17 (TGF-B, IL-6,IL-1B y a-IFN-y), en presencia o ausencia de 20.000
DCs. En algunos casos, se agregd al cultivo 8.500 macréfagos (Mg) A- Imagen
representativa obtenida por citometria de flujo de la expresién de IL-17 en una ventana
CD45.1+CD4+ y grafica del numero absoluto de Th17 en las condiciones analizadas
B- Imagen representativa de la expresién de CD39 y CD73 en linfocitos Th17
CD45.1+CD4+IL-17+ y grafica de la intensidad media de fluorescencia C- Evaluacién
de la concentracion de citoquinas en los sobrenadantes de los cultivos de generacién
Th17 en presencia o ausencia de Mg determinada mediante CBA. Los datos
representan el promedio £+ SEM de al menos tres experimentos independientes (t test
pareado * p< 0,05, ** p< 0,003).
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3.4 Efecto de los macréfagos derivados de médula ésea sobre la proliferacién de
los linfocitos Treg y Th17

Con el objetivo de determinar el efecto de los macréfagos en la proliferacion de
los linfocitos Treg y Th17, linfocitos T virgenes CD4+CD25- provenientes de un raton
OTIl/Foxp3-GFP (CD45.1+/CD45.2+) fueron marcados con el colorante fluorescente
Violet y cocultivados con a-CD3, células dendriticas (DCs), en presencia o ausencia de
macréfagos provenientes de un ratén C57BL6 (CD45.2+). El colorante Violet tiene la
propiedad de marcar las células de forma irreversible y de ir disminuyendo
proporcionalmente en las células en divisién. Para inducir la diferenciaciéon de los
linfocitos T virgenes a linfocitos T reguladores, se agreg6 al cultivo TGF-B, IL-2y RA, y
para inducir la diferenciacion de los linfocitos T virgenes a linfocitos Th17, se usaron la

citoquinas TGF-B, IL-6,IL-1PB y el anticuerpo blogueador a-IFNy.

En la figura 7A comparamos la proliferacién de linfocitos Treg generados en
presencia o ausencia de macréfagos en un cultivo de 5 dias. Los graficos muestran los
datos en una ventana de linfocitos Treq CD4+ FoxP3+. En el grafico de barras, se
muestran los porcentajes de linfocitos Treg en cada uno de los ciclos de proliferacién.
Observamos que la mayor parte de las células ha realizado 4 o 5 ciclos de
proliferaciéon, pero no existen diferencias significativas en presencia o ausencia e

macrofagos.
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Figura 7. Los macréfagos derivados de médula 6sea retardan la proliferacién de
los linfocitos Th17 pero no de los linfocitos Treg. 100.000 Linfocitos T virgenes
CD4+CD25- provenientes de un ratén OTII/Foxp3-GFP fueron marcados con Violet y
cultivados durante 5 dias con a-CD3 y 20.000 DCs, en presencia o ausencia de 8.500
macroéfagos (Ma). Ademas, se agregé al cultivo TGF-B, IL-2 y RA para |la generacion de
Treg y TGF-B, IL-6,IL-1B, a-IFNy para la generacién de linfocitos Th17. A- Imagen
representativa de la proliferacibn de linfocitos Treg CD45.1+CD4+FoxP3+
diferenciados a partir de linfocitos T virgenes en presencia o ausencia de Mgy grafica
del porcentaje de células en cada ciclo de proliferacién. B- Imagen representativa de la
proliferacion de linfocitos Th17 CD45.1+CD4+IL-17+ diferenciados a partir de linfocitos
T virgenes en presencia o ausencia de Mgy gréafica del porcentaje de células en cada
ciclo de proliferacion. Los datos representan el promedio + SEM de al menos tres
experimentos independientes (t test pareado * p< 0,05, ** p< 0,005).
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En la figura 7B se muestra el analisis de la proliferacién de los linfocitos Th17
en presencia o ausencia de macréfagos. Este analisis se realizé en una ventana de
linfocitos CD4+IL-17+. El resultado de este analisis muestra gue la presencia de
macréfagos durante la generacion de Th17 retarda la proliferacién de estos linfocitos.
El méaximo de células en ausencia de macréfagos se encuentran en el ciclo 5 (C5) de
proliferacion, mientras que en presencia de macréfagos se encuentran en el ciclo 3
(C3). La diferencia en la proliferacion con macréfagos es estadisticamente significativa

en los ciclos C2 y C5.

De esta manera, hemos determinado que los macrofagos derivados de médula
6sea ejercen un claro efecto en la diferenciacién de linfocitos Treg y Th17, no afectan
la proliferacién de los linfocitos Treg, pero retardan la proliferacion de los linfocitos
Th17. El conjunto de estos resultados sugiere que los macréfagos generados en este

trabajo son macréfagos tipo reguladores.

3.5 Reprogramacién de linfocitos Th17 a linfocitos Treg en presencia de

macrofagos derivados de la médula 6sea

Puesto que generamos macrofagos con caracteristicas reguladoras, analizamos
la capacidad de estas células para reprogramar linfocitos Th17 a linfocitos Treg. Para
esto, aislamos por cell sorting linfocitos Th17 CD4+IL-17+ generados in vitro en
ausencia de macrofagos a partir de LTv provenientes de un ratén OTIl/Foxp3-GFP
(CD45.1+/CD45.2+) y los cocultivamos por 5 dias con 20.000 células dendriticas
(DCs), a-CD3 y los factores polarizantes a Treg TGF-B, IL-2 y RA. A los cocultivos se

les agregé o no 8.500 6 100.000 macréfagos (CD45.2+) derivados de medula 6sea.
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En la figura 8A se muestra que en los cultivos de linfocitos Th17 sin macréfagos
0 con 8.500 macrdéfagos, no hay reprogramacion de los linfocitos Th17 a linfocitos Treg
y cerca del 70% mantuvo su fenotipo. Sin embargo, cuando los linfocitos Th17 fueron
cultivados con 100.000 macréfagos, se redujo significativamente el porcentaje de
linfocitos Th17 en comparacién a la condicién sin macréfagos (de un 70% a un 50%) y
observamos alrededor de un 6% de reprogramacion a linfocitos Treg, determinados por

la expresion de FoxP3.

Por otra parte, analizamos el patréon de citoquinas presentes en los cultivos en
ausencia o presencia de 100.000 macréfagos. En la figura 8B observamos que la
presencia de estas células provoca una disminucion significativa de las citoquinas IL-
17, TNF e IFN-y, mientras que no hubo diferencias en la IL-2. En estas condiciones no
se detectd IL-10 e IL-4. Estos resultados sugieren que los macréfagos derivados de
médula dsea producen un ambkiente mas bien tolerogénico en las condiciones de

reprogramacion de Th17.
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Figura 8. Linfocitos Th17 murinos pueden reprogramarse a linfocitos Treg en
presencia de macréfagos derivados de la médula ésea. 100.000 linfocitos Th17
CD4+IL-17+ generados in vitro en ausencia de Mg, fueron aislados mediante cell sorter
y cultivados con 20.000 DCs, a-CD3 y condiciones de polarizacién a Treg TGF-B, IL-2
y RA. En algunos casos, se agregé al cocultivo 8.500 6 100.000 Mz A- Imagen
representativa de la expresién de IL-17 y FoxP3 en linfocitos T CD45.1+CD4+ y grafica
del porcentaje de Treg y Th17 en cada condicién. Los datos representan el promedio +
SEM de al menos tres experimentos independientes (Prueba Kruskal Wallis * p< 0.05)
B- Evaluacién por CBA de la cantidad de citoquinas en los sobrenadantes de los
cultivos de reprogramaciéon de linfocitos Th17 con o sin 100.000 Mg. Los datos
representan el promedio + SEM de al menos tres experimentos independientes (t test
pareado ** p< 0,005, *** p< 0,0005).
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3.6 Mecanismos involucrados en la reprogramacién de linfocitos Th17 a Treg

Para dilucidar si la reprogramacién de linfocitos Th17 a linfocitos Treg depende
del contacto celular o de factores solubles secretados por los macréfagos, se realizo el

cultivo de reprogramacion en un transwell.

100.000 linfocitos Th17 CD4+ |IL-17+ generados a partir de LTv provenientes de
un ratén OTII/Foxp3-GFP {CD45.1+/CD45.2+) fueron cocultivados con 20.000 células
dendriticas (DCs) en el pozo superior de un transwell, mientras que en el pozo inferior,
se sembraron 100.000 macréfagos derivados de medula ésea (CD45.2). Para inducir
un ambiente propicio para la reprogramacién, se agregé al medio a-CD3 vy los factores

polarizantes a Treg TGF-B, IL-2 y RA.

En la figura 9 observamos que cuando los linfocitos Th17 son cultivados
separados de los macréfagos por el transwell no hay reprogramacion a Treg, indicando
qgue este proceso depende del contacto celular (Figura 9A). Ademas observamos que
cuando el cultivo se lleva a cabo en un transwell, el porcentaje de linfocitos Th17 que
mantiene la produccién de IL-17 es similar al porcentaje obtenido en los cultivos de
reprogramacion sin transwell (47%). Por otro lado, la intensidad media de fluorescencia
para |IL-17 disminuye en el cultivo realizado en transwel! indicando que estas células

estan expresando en menor cantidad esta citoquina (Figura 8C).
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Figura 9. La reprogramacién de linfocitos Th17 a Treg depende del contacto
celular. 100.000 linfocitos Th17 CD4+IL-17+ generados in vitro en ausencia de Mg,
fueron aislados mediante cell sorter y cultivados durante 5 dias con 20.000 células
dendriticas (DCs) en el pozo superior de un transwell. Se cultivaron ademas, 100.000
Mgz en el pozo inferior. El cultivo se hizo en presencia de a-CD3 vy los factores
polarizantes a Treg TGF-B, IL-2 y RA A- Imagen representativa de la expresién de IL-
17 y FoxP3 en células CD45.1+CD4+ cuando el cultivo se hace en un transwell o no.
Los datos representan el promedio + SEM de al menos tres experimentos
independientes (t test pareado * p< 0,05, ** p< 0,005). B- Imagen representativa de la
expresion de IL-17 y FoxP3 en células CD45.1+CD4+ y grafica del porcentaje de Th17
en cultivos de reprogramacion de Th17 en transwell con distintas concentraciones de
Mg. Los datos representan el promedio + SEM de al menos tres experimentos
independientes (Prueba Kruskal-Wallis * p< 0,05, ** p< 0,005).
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Con el fin de determinar si la pérdida en la estabilidad de los Th17 observada
en la condicion de reprogramacién con 100.000 macréfagos (con o sin franswell) se
debe especificamente a la presencia de los macrdfagos, realizamos un experimento en
transwell con dosis decrecientes de macréfagos. En la Figura 9B observamos que a
medida que la concentracion de macréfagos aumenta, el porcentaje de linfocitos Th17

disminuye.

De esta manera, hemos determinado que los macréfagos pueden reprogramar
linfocitos Th17 murinos a linfocitos Treg a través de un mecanismo que depende del
contacto celular y a su vez, afectan la estabilidad de los linfocitos Th17 de manera

dosis dependiente.

3.7 Efecto de los macroéfagos derivados de la médula 6sea in vivo

Para estudiar in vivo el efecto de los macréfagos derivados de medula 6sea
sobre las poblaciones enddgenas de linfocitos Th17 y Treg, utilizamos un modelo de
inflamacién intestinal en ratones. Esta inflamacién es producida por la inyeccién
intravenosa de un anticuerpo que se une a CD3 («-CD3) en los linfocitos T e induce la
activacién masiva de estas células, provocando dafio en las paredes del intestino

delgado y pérdida transitoria de peso en los ratones (Merger y cols. 2002).

Los ratones estudiados fueron expuestos a 3 tratamientos diferentes tal como
se indica en la Figura 10. La inflamacién fue evaluada diariamente a través del peso de
los ratones y al cabo de 7 dias los ratones fueron sacrificados y evaluados los

porcentajes de linfocitos Treg y Th17 en bazo, linfonodos periféricos (PLN), 6rgano
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mesentérico (MLN) y lamina propia (LP). Ademas se disect6 el colon y se midié el largo

de éste en todos los ratones de cada uno de los tratamientos.
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Figura 10. Protocolos experimentales para determinar el efecto de los
macréfagos in vivo. A- Tratamiento control, en el cual los ratones fueron inyectados
con dos dosis de PBS a los dias 1 y 3. B- Tratamiento con dos dosis de a-CD3 a los
dias 1y 3. C- Tratamiento con a-CD3 + Mg, dos dosis de a-CD3 a los dias 1y 3, y dos
dosis de Mz a los dia Oy 2.

Al analizar la pérdida de peso, se observo que los ratones que recibieron dos
dosis de a-CD3, en comparaciéon a la condicién control, pierden peso rapidamente
desde el primer dia del tratamiento hasta los dias 4 y 5, donde alcanzan un maximo de
perdida en comparacion con su peso inicial. Sin embargo, en la figura 11.A
observamos que aquellos ratones que fueron tratados con macréfagos tienden a
perder menos peso que aquellos tratados solamente con a-CD3. Tanto los ratones
tratados con a-CD3, como con a-CD3 + Mg, son capaces de recuperar su peso luego

de alcanzar un maximo de pérdida. Este resultado sugiere que los macréfagos podrian

estar disminuyendo la inflamacién intestinal.
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Figura 11. Los macroéfagos derivados de médula ésea disminuyen la inflamacién
mediada por a-CD3 in vivo. Ratones C57BL6 fueron inyectados con dos dosis de
PBS (Control), ¢ dos dosis de a-CD3 (20ug/mL), 6 con dos dosis de a-CD3 (20ug/mL)
mas dos dosis de 0,6 x10° macréfagos (a-CD3 + Mg) A- Cinética de variacion del
porcentaje del peso de los ratones, considerando 100% el peso del primer dia. B- A la
izquierda, gréafica representativa del largo del colon de los ratones mantenidos en cada
uno de los tratamientos experimentales luego de 7 dias de iniciado el proceso. A la
derecha, fotografia representativa del colon de un ratén por tratamiento. Los datos
representan el promedio de tres experimentos independientes.
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En la literatura se ha demostrado que los ratones que desarrollan colitis e
inflamacién intestinal presentan un colon de menor tamafio que los ratones sanos, lo
que les impide la reabsorcién de agua y favorece la formacién de heces liquidas
(Hayashi y cols., 2013; Zigmond y cols., 2014). Para determinar si los macrofagos
derivados de médula ésea que fueron inyectados en el curso del protocolo tienen un
efecto en la inflamacion intestinal, sacrificamos los ratones al dia 7 después del inicio
del tratamiento y medimos el largo del colon de los ratones tratados o no con los
macrofagos (Figura 11B). Observamos que el tratamiento con a-CD3 provoca la
disminucién del largo del colon de 10 a 7,8 cm, indicando que se esta produciendo una
inflamacion importante en este érgano. Sin embargo, cuando se inyectan macréfagos
junto con a-CD3, el tamario del colon es similar al de un ratén no tratado con el

anticuerpo, midiendo en promedio 10 cm.

De esta manera, nuestros resultados sugieren que la presencia de macréfagos
derivados del estroma de medula ésea durante la induccién de inflamacién intestinal
mediada por a-CD3 tiende a disminuir los sintomas fisicos de la inflamacién in vivo,

como son la pérdida de peso y la disminucién del largo del colon.

Para determinar si el efecto tolerogénico de los macréfagos derivados de
medula 6sea in vivo esta relacionado con una variacion en los porcentajes de linfocitos
Treg y Th17, analizamos los porcentajes de estas poblaciones linfocitarias en bazo,

linfonodos periféricos (PLN), érganos mesentérico (MLN) y lamina propia (LP).
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Figura 12. El tratamiento de la inflamacién intestinal con macréfagos in vivo
induce un aumento linfocitos Treg y no afecta a los linfocitos Th17. Se extrajo el
Bazo, PLN, MLN y LP de ratones C57BL/6 controles, tratados con a-CD3 o con a-
CD3 + Mz. Luego de 7 dias, analizamos el porcentaje de linfocitos T en cada uno de
los organos mediante citometria de flujo. A-. Porcentaje de linfocitos Treg
CD4+CD25+Foxp3+. B-. Porcentaje de linfocitos Th17 CD4+IL-17+. Los datos
representan el promedio + SEM de al menos tres experimentos independientes
(ANOVA medidas repetidas * p< 0,05, ** p< 0,005).
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En la figura 12A observamos que la inflamacién mediada por a-CD3 provoca
una disminucién significativa de linfocitos Treg solo en lamina propia (LP). No hubo
variacion en el porcentaje de esta poblacion linfocitaria en bazo, PLN y MLN. Por otro
lado, la transferencia adoptiva de macréfagos en los ratones tratados con a-CD3
produce un aumento significativo en el porcentaje de linfocitos Treg en bazo y PLN,
mientras que en MLN y LP se observa una tendencia al aumento de Treg, pero la

diferencia no es significativa.

Respecto a los linfocitos Th17, la inflamacién mediada por a-CD3 produce un
aumento significativo en el porcentaje de linfocitos Th17 solo en lamina propia mientras
que en todos los otros érganos estudiados no se observaron cambios significativos
(Figura 12B). El porcentaje de Th17 no se vio afectado por la transferencia de

macréfagos en ninguno de los 6rganos analizados.

De esta manera, el analisis de los Treg y Th17 endégenos en los animales a los
cuales se les indujo una inflamacion intestinal in vivo, muestra en la lamina propia un
aumento de Th17 y una disminucién de Treg que no es revertida por el tratamiento con
macroéfagos. Sin embargo, la transferencia adoptiva de macréfagos muestra efectos
beneficiosos sobre los ratones cuando se evalia el tamafio del colon de estos

animales.
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4-. DISCUSION

4.1. Caracterizacion de células estromales de médula ésea.

La reprogramacioén de linfocitos Th17 a linfocitos Treg es un proceso que se ha
observado en humanos solamente en condiciones en las cuales los linfocitos Th17 son
cocultivados con células mesenquimaticas o células mieloides supresoras in vitro
(Ghannam y col., 2010; Hoechst y cols., 2011). Si bien el mecanismo por el cual
células mesenquimaticas o las células mieloides ayudan a la reprogramacion de
linfocitos Th17 no se encuentra completamente dilucidado, estos estudios plantean que
estas células inducirian un microambiente tolerogénico caracterizado por la presencia
de IL-10 y TGF- B, que favoreceria este proceso (Hoechst y cols., 2011; Ghannam y
col., 2010).

En esta tesis, y con el fin de establecer un modelo murino gue nos permitiera
estudiar la reprogramacién de linfocitos Th17 a linfocitos Treg, cultivamos vy
caracterizamos células del estroma de médula 6sea, un 6rgano donde se ha descrito,
conviven una diversidad de poblaciones celulares que tienen la capacidad de modular
el balance entre linfocitos Treg y Th17, entre ellas, las células mesenquimaticas

troncales, células mieloides supresoras y los macréfagos.

Con este fin, cultivamos células del estroma de médula 6sea obtenidas a partir
de los huesos largos de ratones C57BL/6 en medio aMEM + 10% FBS sin utilizar
ninguin tipo de factor de crecimiento adicional. El medio fue renovado cada 4 dias con
el fin de remover las células no adherentes y afadir nuevos nutrientes al cultivo. En
estas condiciones se obtuvo un estroma que contenia varios tipos celulares que fueron

caracterizados mediante una bateria de anticuerpos especificos.
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El resultado de este analisis (Tabla 1) muestra los porcentajes de diez poblaciones
estudiadas,. Los datos muestran que en P, los porcentajes de las poblaciones
analizadas no alcanzan el 100%, sugiriendo que hay poblaciones celulares, presentes
en la médula ésea, que no fueron identificadas con la bateria de anticuerpos usada.
Estas poblaciones podrian corresponder a eosinoflos, basoéfilos o mastocitos. En Pq y
P,, observamos un enriquecimiento principalmente de macréfagos. Este resultado fue
inesperado pues se ha descrito que el cultivo de células de la médula ésea en medio
aMEM + 10% FBS favorece el crecimiento de células mesenquimaticas de ratén y no
de macréfagos (Ren y cols., 2008). Esto pudo deberse a que en nuestros cultivos no
fueron descartadas las células no adherentes luego de 24 horas de la incubaciéon como
es usual en este tipo de cultivos, sino que luego de 3 dias (Ren y cols., 2008). En estas
condiciones, estas células podrian haber influido en los cultivos produciendo factores

que favorecen el crecimiento de macréfagos por sobre otras poblaciones celulares.

Los macréfagos puede clasificarse de acuerdo a la funcién que desempenan en
macréfagos clasicamente activados, aquellos que desempefian una funcién
inflamatoria, en macréfagos reparadores de tejidos, que participan en la reparacién de
los tejidos dafiados y macroéfagos reguladores que participan en la regulacion de la
respuesta inmune (Mooser y Edwards, 2008). Cada una de estas sub-poblaciones se
caracteriza por secretar un patron tipico de citoquinas. Para determinar a cual de estos
prototipo pertenecen los macréfagos obtenidos en nuestros cultivos de estroma de
medula 6sea, analizamos las citoquinas secretadas por los macréfagos asi como la
expresion de moléculas involucradas en la activacion de linfocitos T luego de ser

activados con ligandos de TLR2 o TLR4.
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Los resultados muestran la ausencia de IL-4, descartando que los macréfagos en
cultivo sean del tipo reparadores de tejidos. Por otro lado, al estudiar la concentracion
de IL-12 e IL-10, observamos que estos macréfagos producen grandes cantidades de
IL-10 en todas las condiciones estudiadas, en comparaciéon a la produccion de IL-12,
especialmente al activar a través del TLR4. Estos datos sugieren que los macrofagos

obtenidos en estos cultivos serian del tipo regulador (Mooser y Edwards, 2008).

Células presentadoras tolerogénicas, como macréfagos reguladores o células
dendriticas tolerogénicas, presentan una baja expresién de MHC-ll (IA-b) y de
moléculas de coestimulacion como CD80 y CD86. Esta caracteristica favorece la
diferenciaciéon de linfocitos T virgenes a linfocitos Treg (Bi-man y cols., 2009; Sun y
cols., 2014). Analizamos la expresion de estas moléculas en los macréfagos derivados
de la médula 6sea obtenidos en P, y las comparamos con la expresion en células
dendriticas convencionales aisladas de bazo de ratones C57BL6. Observamos que los
macréfagos derivados de médula 6sea tienen baja expresion de MHC-1l y de CD80, y
similar expresion de CD86. Ademas, observamos que los macréfagos presentan una
baja expresiéon de PDL-1, una molécula relacionada con la inhibicién de la proliferacién
de linfocitos T. Estos resultados refuerzan la idea que el cultivo de células del estroma

de médula ¢sea esta enriquecido en macrofagos con caracteristicas reguladoras.

Se ha descrito en la literatura que los macréfagos reguladores tienen la
capacidad de favorecer la generacion de linfocitos Treg e inhibir la diferenciacion a
linfocitos Th17 a través de IL-10 (Bi-man y cols., 2009; Sun y cols., 2014; Mooser y
Edwards, 2008; Mantovani y cols., 2004; Elcombe y cols.,2013). Estudiamos el efecto

de los macréfagos obtenidos a partir de la médula ésea con el fin de observar si estas
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células son capaces de modular la diferenciacion de linfocitos T virgenes a algunas de

estas poblaciones linfocitarias.

Tal como se ha publicado en la literatura (Elcombe y cols.,2013; Filardi, y cols.,
2010; Mantovani y cols., 2004; Mooser y Edwards, 2008), nuestros resultados
demostraron que la inclusiéon de macréfagos en los cultivos de linfocitos T virgenes y
células dendriticas en condiciones de polarizacién a Treg, produjo un aumento en el
porcentaje de linfocitos Treg (de 55% a un 70%). Este porcentaje es igual de alto (80%)
cuando el cultivo se realiza en presencia de macréfagos, pero en ausencia de células
dendriticas, sugiriendo que el efecto de los macréfagos es directo sobre los linfocitos T
y no mediado a través de las células dendriticas. Estos resultados apoyan también la
idea que el aumento en el nimero de linfocitos Treg en estos cultivos no se deberia a
una posible contaminacioén de los macréfagos con células dendriticas. Esta conclusion
se ve reforzada por los resultados que muestran que los macréfagos son mejores

productores de linfocitos Treg que las células dendriticas (Figura 5A).

CD39 es una ectonucleotidasa que degrada las moléculas de ATP y ADP a
AMP mientras que CD73 por su parte, es una ectonucleotidasa que convierte el AMP a
adenosina, una molécula que al unirse al receptor A2A presente en linfocitos T inhibe
su proliferacién (Deaglio y cols., 2007; Borsellino y cols., 2007). Ambas
ectonucleotidasas forman parte de un mecanismo de supresién presente en los
linfocitos Treg. Nuestros resultados muestran que la presencia de macréfagos en los
cultivos de diferenciacién a linfocitos Treg genera un aumento en la expresién de CD39
y una disminucién de CD73 en estas células. Este fenotipo indica que los Treg

generados en presencia de macréfagos derivados de la médula 6sea tendrian una
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mayor capacidad para disminuir respuestas inflamatorias mediadas por ATP, una sefal
de alerta celular que induciria la produccién de citoquinas inflamatorias. Sin embargo,
los Treg generados en presencia de los macréfagos podrian tener una capacidad
disminuida de supresion de la proliferacién de los linfocitos T ya que, al expresar
menos CD73, producirian menos adenosina (Figura 5B) (Regateiro y cols., 2013;

Deaglio y cols., 2007; Borsellino y cols., 2007).

Con el fin de analizar si la presencia de macréfagos podrian modificar el patrén
de citoquinas producidas durante la diferenciacion de los Treg favoreciendo un
ambiente tolerogénico, determinamos la concentracién de citoquinas presentes en el
sobrenadante de estos cultivos. Los resultados muestran (Figura 5C) que existe un
aumento significativo en la produccién de IL-10 en los cultivos con macréfagos. El
aumento de esta citoquina se deberia principalmente al aporte de los macréfagos
derivados de médula ésea, las cuales se sabe producen grandes cantidades de IL-10
aun en estado basal (Figura 4B). Sin embargo, no podemos descartar que tanto los
Treg, como las células dendriticas puedan también estar aportando en la produccién
de esta citoquina (Bi-man Fu y cols., 2009; Kim y Diamond., 2014; Ostmann y cols,
2013). Concordante con el aumento de Treg en presencia de macréfagos, la IL-2, una
citoquina que participa en la proliferacion de los linfocitos T, disminuye debido
probablemente al consumo de esta citoquina por los linfocitos Treg (Burchill y cols,

2007).

Un resultado sorprendente en los experimentos de generacién de linfocitos Treg

es el aumento significativo de IL-17 en los cultivos de diferenciacién en presencia de

macréfagos. Se ha demostrado que en presencia de TGF-B los linfocitos T virgenes
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pueden diferenciarse tanto a linfocitos Treg como a linfocitos Th17 produciéndose un
momento de transicién en el cual estas células son capaces de expresar tanto FoxP3,
como RORYyt y secretar asi, citoquinas relacionadas con ambos fenotipos (Zhou y cols.,
2008). Por otro lado, los linfocitos Treg ademas de expresar FoxP3, coexpresan el
factor de transcripcion de la poblacién linfocitaria blanco sobre la que va a actuar
(Campbell y Koch., 2011), como por ejemplo el factor de transcripcion maestro de los
linfocitos Th17, RORyt, el cual a su vez estéd involucrado en la produccion de IL-17
(Figura 2). Algunos trabajos han determinado que las poblaciones de linfocitos
FoxP3+IL-17+ 0 FoxP3+RORyt+ inducen respuestas tolerogénicas potentes,
participando activamente en el inicio y desarrollo del cancer de colon (Li, y Boussiotis,
2013). La presencia de macréfagos podria estar favoreciendo cualquiera de estos
estados en los momentos iniciales del cultivo aumentando asi, la cantidad de IL-17

acumulada luego de 5 dias de cultivo.

Al analizar la diferenciaciéon de linfocitos T virgenes a linfocitos Th17 en
presencia de macréfagos de la médula ésea observamos que los macréfagos producen
una disminucién en el porcentaje de células que secretan IL-17 (Denning y cols, 2007;
Hayashi y cols, 2013; Takada y cols., 2010). Esto ocurre en presencia o ausencia de
células dendriticas, demostrando que este efecto de los macréfagos es directo sobre
los linfocitos T y no mediado por las células dendriticas. Nuestros resultados
demuestran que los macréfagos obtenidos de los cultivos de médula ésea producen
grandes cantidades de IL-10 aun en condiciones basales y esta citoquina esta
directamente relacionada con la pérdida de la estabilidad de linfocitos Th17 (Gu y
cols., 2008; Denning y cols., 2007; Huber y cols., 2011), por lo que la disminucién en el

porcentaje de linfocitos Th17 podria explicarse por la presencia de esta citoquina.
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Se ha determinado que existen dos tipos de linfocitos Th17 con funciones
opuestas, los linfocitos Th17 reguladores y los linfocitos Th17 inflamatorios o
patogénicos (Chalmin y cols., 2012). Los linfocitos Th17 reguladores tienen la
capacidad de suprimir la proliferacién de los linfocitos T CD4+ mediante un mecanismo
que involucra las ectonucleotidasas CD39 y CD73. Por otra parte, los Th17
inflamatorios, tienen caracteristicas patogénicas, no expresan estas ectonucleotidasas
y estan relacionados con la generacion de respuestas inflamatorias. (Chalmin y cols.,

2012; Peters y cols., 2011).

En este estudio, analizamos la expresién de las ectonucleotidasas CD39 Y
CD73 en linfocitos Th17 con el fin de determinar si la presencia de macrofagos
durante la diferenciacion de linfocitos T virgenes a Th17, puede influir en el fenotipo de
estos linfocitos. Observamos que los macréfagos inducen una disminucién de CD39,
pero no observamos cambios significativos en CD73. Este resultado indicaria que los
macréfagos podrian estar generando linfocitos Th17 con un fenotipo menos regulador
que los Th17 generados en ausencia de macréfagos, pues tienen menos capacidad de
hidrolizar el ATP presentes en el medio, permitiendo el aumento de citoquinas

inflamatorias y produciendo una menor cantidad de adenosina.
Al analizar las citoquinas presentes en los cultivos de generacion de linfocitos
Th17, se observé una disminucién significativa de IL-17 en presencia de macrofagos

probablemente debido a la presencia de macrofagos.

Denning y sus colaboradores (2007) plantearon que macréfagos con

caracteristicas reguladoras, como los macréfagos de la lamina propia, pueden ejercer
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efectos inmunosupresores sobre los linfocitos T CD4+ y disminuir su proliferacion. Con
el fin de determinar si los macréfagos producidos en este trabajo pueden ejercer una
inmunosupresion sobre 10s linfocitos T, analizamos la proliferacion de Treg y de Th17
generados en presencia de macrofagos. Nuestros resultados (Figura 7) demuestran
que no existe diferencia en la proliferacion de linfocitos Treg en presencia o ausencia
de macréfagos, sin embargo, los macrofagos producen un retardo significativo en la
proliferaciéon de los linfocitos Th17. Esto sugiere que los macréfagos derivados de la
médula 6sea ejercerian su funcién inmunosupresora sobre los linfocitos Th17

favoreciendo la generacion de linfocitos Treg.

En resumen, los macréfagos derivados de la médula Osea exhiben
caracteristicas de macréfagos reguladores y participarian en la inmunosupresion de la
respuesta inmune, al favorecer la generacion de linfocitos Treg e inhibir la generacion y

proliferacién de linfocitos Th17.

4.2 Reprogramacion de linfocitos Th17 en Tregd

Luego de comprobar que los macrofagos cultivados a partir del estroma de
médula 6sea presentan un fenotipo tipo regulador que favorece la diferenciacion de
linfocitos Treg e inhibe la diferenciacién a linfocitos Th17 in vitro, analizamos si los
macréfagos son capaces de inducir la reprogramacion de linfocitos Th17 a linfocitos

Treg en una ambiente tolerogénico.

Para analizar este punto, aislamos por cell sorting linfocitos Th17 generados en
ausencia de macrofagos in vitro, los cuales se cocultivaron con células dendriticas y

a-CD3, en condiciones de polarizacion a Treg (TGF-B, IL-2, RA).
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Estos cultivos se realizaron en presencia de dos cantidades de macréfagos
(8.500 y 100.000). Los resultados demostraron que la menor cantidad de macréfagos
es insuficiente para reprogramar Th17 a Treg. Sin embargo, al agregar 100.000
macréfagos en los cultivos observamos que aproximadamente un 5% de Th17 se

reprograman a linfocitos Treg.

Los macréfagos, al igual que los linfocitos T, son células que pueden
reprogramarse de acuerdo al ambiente que los rodea. Asi, en un ambiente inflamatorio,
los macréfagos reguladores pueden reprogramar su fenotipo y ejercer una funcion
inflamatoria (Mooser D.M y Edwards J.P., 2008). Se ha descrito que IL-17 afecta el
fenotipo de los macréfagos induciendo la produccién de citoquinas inflamatorias como
TNF, IL-1 e IL-6, las cuales favorecen la diferenciacién de los linfocitos Th17 (Chen y
cols., 2013; Zhang y cols., 2013). De esta manera, es posible que en los cultivos con
8.500 macrofagos, donde la razén de Th17/Me es aproximadamente 11:1, los
macrofagos no fueron capaces de ejercer un efecto regulador ya que los linfocitos
Th17 pueden haber influido sobre los macréfagos, volviéndolos inflamatorios, y en
consecuencia evitando la reprogramacion. Sin embargo, en la condicion de
reprogramaciéon con 100.000 macrofagos, donde la razén Th17/Mg fue 1:1, si
observamos una disminuciéon en el porcentaje de linfocitos Th17 y un aumento de
linfocitos Treg, indicando que bajo estas condiciones fue posible reprogramar linfocitos

Th17 a linfocitos Treg (Figura 8A).

El analisis de la concentracion de citoquinas presentes en los cultivos de

reprogramacioén de linfocitos Th17 en la condicién sin macréfagos y en la condicién en
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la cual se observé reprogramacioén (con 100.000 macréfagos) mostré que la presencia
de macroéfagos causé una reduccion significativa de las citoquinas inflamatorias IL-17,
TNF e IFNy. Sin embargo, no se detecté la presencia IL-10 e IL-4 en ninguna de las
condiciones estudiadas. Dado que los linfocitos Th17 expresan el receptor de IL-10 y
ademas son capaces de producir esta citoquinas para autorregularse (Hubber y cols,
2011) sugerimos que a medida que la IL-10 fue producida por los macréfagos en
cultivo fue consumida por los linfocitos Th17, disminuyendo asi la cantidad de

citoquinas inflamatorias presentes en los cultivos.

De esta manera, hemos demostrado, por primera vez, que los linfocitos Th17
murinos pueden reprogramarse a linfocitos Treg en presencia de macrofagos con
caracteristicas reguladoras derivados de médula 6sea. Ademas, observamos que la
proporcién Th17/Me es importante para que estos macréfagos produzcan una
ambiente propicio para la reprogramacién, caracterizado por una menor concentracion

de citoquinas inflamatorias.

Como una forma de abordar los mecanismos involucrados en la reprogramacién
de linfocitos Th17 a Treg, realizamos experimentos de reprogramacién en una camara
de transwell, la cual permite separar los Th17 y los Mg (Figura 9A). Los resultados
sugieren que la reprogramacién de linfocitos Th17 a Treg requiere como minimo, el
contacto celular entre los linfocitos y los macréfagos. Este resultado es novedoso,
pues es la primera vez que se podria plantear que los macréfagos son capaces de
modular a los linfocitos T a través del contacto. En este mecanismo podrian participar
el complejo antigeno de histocompatibilidad-péptido y otras moléculas inhibitorias

expresadas en la superficie de estas células.
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Al analizar la estabilidad de los linfocitos Th17 en los cultivos de
reprogramacion a linfocitos Treg, observamos que al cultivar los linfocitos en ausencia
de macréfagos, pero en presencia de la condicion de polarizacion a Treg TGF-B, IL-2 y
RA, solo el 70% se mantiene como linfocitos Th17 luego de 5 dias de cultivo. Esto
podria explicarse por el hecho que el RA, un metabolito de la vitamina A, afectaria la
expresion del factor de transcripcién RORyt, influyendo negativamente en |a estabilidad
de los linfocitos Th17 (Mucida y cols, 2007). Ademas, se observd que la presencia de
100.000 macréfagos en los cultivos de reprogramacion de linfocitos Th17 disminuye
aun mas la estabilidad de estos linfocitos, permaneciendo sélo el 49% como linfocitos
Th17 (Figura 8A). Cuando el mismo cultivo de reprogramacién en presencia de
100.000 macréfagos se llevé a cabo en una camara transwell (Figura 9A), observamos
que el porcentaje de linfocitos Th17 continua bajo (46%), lo que sugiere que la
estabilidad de los linfocitos Th17 esta siendo afectada por factores solubles presentes

en el medio de reprogramacion.

Para confirmar que la pérdida de estabilidad de los linfocitos Th17 en presencia
de macréfagos depende de una mecanismo mediado por factores solubles, realizamos
un cultivo de linfocitos Th17 con distintas concentraciones de macréfagos en un
transwell. Observamos que ha medida que la cantidad de macréfagos aumenta en los
cultivos, se produce una disminucién en el porcentaje de linfocitos Th17, sugiriendo
que los macréfagos producirian una mayor cantidad de factores solubles que afectan la

estabilidad de los linfocitos inflamatorios (Figura 9B).

De esta manera, hemos observado que los macréfagos pueden reprogramar

linfocitos Th17 murinos a Treg in vitro a través de un mecanismo que requiere, como
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minimo el contacto célula-célula. Ademas, factores solubles producidos por la
presencia de macréfagos en los cultivos de reprogramacion afectarian la estabilidad de

los linfocitos Th17.

4.6 Efecto de los macrofagos derivados de médula ésea in vivo
Con el fin de estudiar in vivo el efecto de los macréfagos derivados de médula
6sea sobre los linfocitos Th17, realizamos una transferencia adoptiva de macréfagos

en ratones a los cuales se les indujo inflamacién mediada por a-CD3.

El tratamiento de los ratones con dos dosis de a-CD3 (20 ug), provoca un dafio
en el intestino delgado, caracterizado por un aumento sistémico de IL-6 y TGF-B
producidos como consecuencia del dafio epitelial, la muerte celular y la fagocitosis de
células apoptéticas (Merger y cols., 2002; Esplugues y cols., 2011). Por otra parte, se
conoce que IL-6 y TGF- juegan un rol fundamental en |la generacion de linfocitos Th17
(Harris y cols.,2007), por lo que este modelo genera inflamacién y colitis mediada

principalmente por linfocitos Th17 inflamatorios.

Para evaluar la inflamacién intestinal producida por el tratamiento con a-CD3,
determinamos el peso de los ratones diariamente y el largo del colon al término del
experimento. Ademas, para observar el efecto de los macréfagos en los linfocitos Treg
y Th17 residentes en el intestino, analizamos el porcentaje de ambas poblaciones

linfocitarias en los ratones tratados o no con los macréfagos.

Observamos que el tratamiento con a-CD3 induce una pérdida de peso en los
ratones producto de la induccién de colitis que alcanza su maximo los dias 4 y 5 del

tratamiento. Luego de este tiempo, los ratones comienzan a recuperar su peso.
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Cuando se transfieren 2 dosis de macréfagos, se observa el mismo comportamiento
que con el tratamiento con a-CD3. Sin embargo, existe una tendencia que sugiere que

los macréfagos podrian estar atenuando la perdida de peso.

Se ha determinado que los ratones con inflamacién intestinal que han
desarrollado colitis, tienen a disminuir el largo del colon, lo que disminuiria el area de
reabsorcion de agua y favoreceria la liberaciéon de heces liquidas (Hayashi y cols.,
2013; Zigmond y cols., 2014). Al analizar al dia 7 el largo del colon, se observé que el
tratamiento con a-CD3 indujo una disminucion en el largo del intestino grueso,
indicando que este tratamiento indujo satisfactoriamente una inflamacién intestinal y
como consecuencia, una colitis. Al analizar el largo del colon de ratones que recibieron
macrofagos observamos que después de 7 dias, los ratones tratados con los
macrofagos presentan un colon del mismo tamafio que los ratones controles y no
presentan heces liquidas (Figura 11.B). Estos resultados muestran que los macréfagos
derivados de médula 6sea tienen un efecto sobre la inflamacién intestinal, sin afectar el

fendmeno de colitis. Las razones para esta divergencia se desconocen.

El intestino es un érgano que se caracteriza por presentar un ambiente propicio
para llevar a cabo procesos de tolerancia. Un desbalance en este equilibrio puede
resultar en enfermedades inflamatorias o cancer (Zhu y cols., 2014). Bajo este
contexto, se ha descrito que los macréfagos intestinales serian importantes actores en
el proceso de tolerancia, siendo capaces de participar en el reconocimiento de
antigenos y presentacién a dendriticas tolerogénicas para favorecer en este érgano, la
generacion de linfocitos Treg (Medina-Contreras y cols., 2014). La capacidad de estos

macréfagos intestinales de inducir tolerancia versus una respuesta inmune se
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encuentra condicionada a la cascada de sefializacién que se desencadena cuando
IL-10 se une a su receptor en estas células (Zigmond y cols., 2014; Shouval y cols.,
2014). El tratamiento de los ratones con a-CD3 produce una tormenta de citoquinas
inflamatorias que puede afectar el balance entre macréfagos inflamatorios vy
macro6fagos reguladores, favoreciendo la inflamacioén y generando como consecuencia,
colitis. Esta inflamacién intestinal trae como consecuencia del dafio epitelial y la
muerte celular. Las células dendriticas y los macréfagos residentes luego de unos dias
fagocitan las células apoptéticas produciendo TGF-B, lo que favoreceria un ambiente
tolerogénico que se traduce en una recuperaciéon del peso a partir del dia 5 post
tratamiento con a-CD3 (Perruche y cols, 2008). La transferencia adoptiva de
macréfagos derivados de la médula 6sea pudo haber amortiguado este proceso
inflamatorio desde los primeros dias del tratamiento, lo que se ve reflejado en la

tendencia a perder menos peso y en el tamafio del colon a los 7 dias de tratamiento.

Con el fin de determinar si los macrofagos generados en este trabajo tienen un
efecto sobre los linfocitos Treg y Th17 residentes in vivo, analizamos estas poblaciones
linfocitarias en el modelo de inflamaciéon. Los resultados muestran que la inflamacién
mediada por a-CD3 afectdé ambas poblaciones linfocitarias de manera significativa
unicamente en la lamina propia, induciendo en ella, una disminucién en los linfocitos
Treg y un aumento de los linfocitos Th17. El tratamiento de estos ratones con
macroéfagos aumentd de manera significativa los linfocitos Treg en bazo y PLN con
respecto a la condicién de inflamacién sin macréfagos. Por otra parte, no se observé
un efecto de los macréfagos reguladores sobre la poblacién de endégena de linfocitos

Th17.
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Estos resultados in vivo demuestran, que la transferencia adoptiva de
macréfagos derivados de la médula 6sea podrian favorecer una fagocitosis de células
apoptéticas mas rapida y con ello, una acumulacién de TGF-f mayor que en la
condicion de inflamacién mediada por a-CD3 sin macréfagos. Esta citoquina a su vez,
favoreceria el aumento de linfocitos Treg en bazo y MLN al dia 7. Como observamos a
través de este trabajo, la cantidad de macrofagos necesaria para afectar la estabilidad
de linfocitos Th17 es central, lo que sugeriria la necesidad de transferir un mayor
numero de macrofagos regulatorios para poder observar algin cambio en los

porcentajes de Th17 endégenos.

En resumen, el conjunto de los resultados muestra que el cultivo de células
estromales de médula 6sea, generados en ausencia de factores de crecimiento,
favorece el enriquecimiento de macrofagos capaces de reprogramar linfocitos Th17 a
linfocitos Treg in vitro a través de un mecanismo que depende, como minimo, del
contacto celular. Por otra parte, |la transferencia de macréfagos a animales que cursan
una inflamacién intestinal favorece una mas rapida recuperacion. Estos resultados
podrian tener relevancia en el desarrollo de terapias celulares con linfocitos Treg o

Th17 donde la plasticidad de los linfocitos T CD4+ debe ser considerada.
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5-. RESUMEN DE RESULTADOS

El cultivo de estroma de médula ésea permite el enriquecimiento de macréfagos
con un fenotipo tipo regulador, capaz de producir grandes cantidades de IL-10 y
bajas cantidades de citoquinas inflamatorias como IFN-y e IL-12.

Los macréfagos favorecen la diferenciacion de linfocitos T virgenes a linfocitos
Treg in vitro.

Los macréfagos ejercen un efecto negativo en la diferenciacién de linfocitos T
virgenes a linfocitos Th17 in vitro.

Los linfocitos Th17 murinos pueden reprogramarse a linfocitos Treg in vitro en
presencia de macréfagos reguladores cuando se encuentran en una proporcién
1:1 en condiciones polarizantes a linfocitos Treg.

La reprogramacion de linfocitos Th17 a linfocitos Treg con macréfagos in vitro
depende del contacto entre ambas células.

La estabilidad de los Th17 se ve afectada por factores solubles producidos en
los cultivos de reprogramacion.

La presencia de macréfagos derivados de médula ésea luego de la induccién
de inflamacion intestinal in vivo mediada por a-CD3, permite la disminuir los
sintomas de la colitis.

El tratamiento de la inflamacién intestinal inducida por a-CD3 con las dosis de
macrofagos estudiadas, permite el aumento de linfocitos Treg en algunos

6rganos, pero no induce cambios en el porcentaje de linfocitos Th17.
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6. CONCLUSION

La reprogramacion de linfocitos Th17 a Treg es un proceso complejo que requiere de
células inmunosupresoras capaces de afectar la estabilidad de los linfocitos Th17. A
través de este trabajo, hemos demostrados que macréfagos con un fenotipo regulador
tienen la capacidad de inducir esta reprogramacion de linfocitos Th17 a Treg por un
mecanismo que involucra el contacto celular y factores solubles. Estos resultados
demuestran por primera vez que los linfocitos Th17 pueden reprogramarse a linfocitos
Treg en un modelo murino y da luces acerca de los requerimientos necesarios para

que se produzca este proceso.
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