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RESUMEN

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad autoinmune y crénica que afecta
al sistema nervioso central (SNC), caracterizada por una pérdida de la de tolerancia
inmunoldgica, que incluye la inactivacion funcional de los linfocitos T reguladores (Tregs).
Estudios recientes han descrito diversos mecanismos por los cuales el Interferon (IFN)-
Y, una citoquina conocida clasicamente como inflamatoria, posee efectos reguladores y
protectores en el modelo animal de la EM, la Encefalomielitis Autoinmune Experimental
(EAE). Resultados previos de nuestro laboratorio han mostrado que el tratamiento in vivo
con IFN-y en la fase cronica de la EAE induce una mejoria significativa de los sintomas,
asociado con un aumento significativo de linfocitos Tregs en el SNC de los animales. En
esta tesis, se investigdé los mecanismos por los cuales IFN-y induce dicho aumento de

linfocitos Tregs supresores de la EAE.

Los resultados obtenidos mostraron que la deplecidon de células expresando FOXP3
antagonizé los efectos protectores de IFN-y, corroborando que el efecto terapéutico de
esta citoquina es dependiente de los linfocitos Tregs. Ensayos realizados in vitro con
linfocitos T CD4+CD25- provenientes de ratones con EAE, revelaron que IFN-y no ejerce
un efecto directo sobre la induccién ni funcionalidad de linfocitos Tregs. Ademas, se
determiné que IFN-y inhibe la expresion de FOXP3+ en condiciones de diferenciacion de
linfocitos Tregs inducibles (TGF-f + IL-2). Tampoco se observé un efecto directo de IFN-
y sobre la expresién de moléculas reguladoras, expresion de FOXP3+ o funcionalidad

de linfocitos Tregs obtenidos de ratones con EAE.

La administracion in vivo conjunta de IFN-y y anticuerpos neutralizantes contra IL-10,
TGF-B o PD-1, mostrd que el efecto terapéutico de IFN-y en la fase cronica de la EAE
depende de TGF-B y de la via PD-1/PD-Ls, pero no asi de IL-10. Andlisis de la expresion
de moléculas regulatorias en diferentes subpoblaciones celulares provenientes de
ratones con EAE, determiné que IFN-y indujo un incremento en la expresién de TGF-B y
PD-L1 en diferentes subgrupos de células CD11b+ (células presentadoras de antigeno)

y de TGF-B en linfocitos T CD8+. Ademas, se encontr6 que células CD11b+ estimuladas



con IFN-y in vivo o in vitro son capaces de inducir, de manera dependiente de TGF-3 y
PD-L1, un aumento en la frecuencia de linfocitos Tregs a partir de linfocitos T CD4+ naive
provenientes de animales sanos (sin EAE) wild type o 2D2 (expresando un TCR

especifico para el péptido de mielina).

En resumen, el conjunto de los resultados obtenidos en esta tesis revela que los efectos
benéficos de IFN-y en la fase cronica de la EAE se deben a un aumento de linfocitos
Tregs en el SNC mediado por la expresiéon de FOXP3, TGF-§ y la via PD-1/PD-Ls, y
asociado a un aumento en la expresion de TGF-B y PD-L1 en células CD11b+ y de TGF-

B en linfocitos T CD8+.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease affecting the central
nervous system (CNS), characterized by a lost of immune tolerance, that includes a
functional inactivation of regulatory T Ilymphocytes (Tregs). Recent studies have
described different mechanisms by which Interferon (IFN)-y, known classically as a pro-
inflammatory cytokine, has regulatory and protective effects in the animal model of MS,
the Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE). Previous results of our
laboratory have shown that in vivo treatment with IFN-y during the chronic phase of EAE
induced a significant amelioration of symptoms, associated with a significant increase of
Tregs lymphocytes in the SNC of these mice. In this thesis, the mechanisms by which

IFN-y induced the increase of Tregs suppressing EAE was investigated.

The results obtained shown that depletion of cells expressing FOXP3 suppressed the
protective effects of IFN-y, supporting the notion that the therapeutic effect of this cytokine
is Tregs-dependent. Assays performed in vitro with T CD4+CD25- lymphocytes obtained
from EAE mice revealed that IFN-y did not exert a direct effect on the induction or
functionality of Tregs. In addition, IFN-y inhibited FOXP3 expression in conditions of
iTregs differentiation (TGF- + IL-2). Likewise, IFN-y did not affect the expression of
regulatory molecules, FOXP3 expression, or functionality of Tregs obtained from EAE

mice.

The in vivo combined administration of IFN-y and neutralizing antibodies against IL-10,
TGF-B or PD-1, showed that the protective effect of IFN-y in the chronic phase of EAE
depends of TGF-B or PD-1/PD-Ls pathway, but not on IL-10. Analysis of regulatory
molecules expression in different cell subpopulations obtained from EAE mice determined
that IFN-y induced an increased expression of TGF- and PD-L1 on different subgroups
of CD11b+ cells (antigen presenting cells) and TGF-p on CD8+ T cells. In addition, it was
found that in vivo and in vitro IFN-y—stimulated CD11b+ cells were able to induce, in a
TGF-B and PD-L1-dependent manner, an increase of Tregs frequency starting from naive
T CD4+ cells obtained from healthy (without EAE) wild type or 2D2 (expressing a specific
TCR for myelin peptide)) mice.
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Overall, all results obtained in this thesis reveal that the beneficial effects of IFN-y in the
chronic phase of EAE are related with an increase of Tregs in the SNC mediated by the
expression of FOXP3, TGF-p and PD-1/PD-Ls pathway, and associated with an enhance
in the expression of TGF-B and PD-L1on CD11b+ cells and TGF- on T CD8+ cells.
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I. INTRODUCCION

Esclerosis Multiple

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad neuroinflamatoria crénica que
afecta al Sistema Nervioso Central (SNC), y que consiste en una reaccion autoinmune
principalmente en contra de diversos péptidos de la mielina, generando lesiones
desmielinizantes asociadas a un deterioro neuronal [1]. Los sintomas de la EM,
dependeran del sitio donde se originen las lesiones y van desde paralisis parcial,
problemas a la vision, espasticidad, disfuncion urinaria y depresion [2], pudiendo afectar

cualquiera de las funciones del SNC.

La EM es una de las principales causas de discapacidad neuronal en el mundo, con
cerca de 2.5 millones de personas afectadas [3], en su mayoria adultos jovenes de entre
20 a 50 anos, siendo 2-3 veces mas frecuentes en mujeres que en hombres. Existe una
distribucion geografica particular de la EM en el planeta, con una incidencia mayor en
regiones lejanas a la linea del Ecuador, presentandose especialmente en personas de
origen caucasico [4], [5]. Si bien en Chile existen pocos estudios epidemiolégicos de la
EM, se ha podido estimar una prevalencia de 11,7/100.000 habitantes [6]-[8].

La etiologia de la EM aun es desconocida, aunque se ha descrito que confluyen tanto
factores ambientales como genéticos, los que inducirian un quiebre de la tolerancia
inmunoldgica favoreciendo el inicio del proceso autoinmune [2], [9], [10]. La progresion
de la EM es variable entre los distintos pacientes, presentandose en diversas formas
clinicas que se agrupan en recurrente-remitente (EMRR), caracterizada por episodios de
neuroinflamacion agudos, seguidos por periodos de recuperacion cada vez menos
frecuente, y las formas progresivas (primaria y secundaria), en donde la inflamacion del
SNC es cronica e irreversible a través del tiempo [11]. Por mas de 30 afios, el Interferén
(IFN)-B ha sido utilizado como la principal terapia para la EM, sin embargo, hasta la fecha
no existe tratamiento curativo y las terapias inmunomoduladoras aprobadas (incluyendo
el IFN-B) retrasan la progresion de la enfermedad en un 70% de los pacientes con EMRR,

pero no tienen efecto sobre las formas progresivas [9], [10], [12]. Por lo tanto, es crucial
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y necesario investigar e identificar nuevos blancos celulares y moleculares que sirvan de

base para el desarrollo de nuevas terapias para estos pacientes.

Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE)

La comprension de la inmunopatogénesis de la EM ha sido posible en gran parte
gracias a su modelo animal, la EAE, que ha servido durante mas de 70 anos para estudiar
los mecanismos inmunopatoldgicos de la enfermedad y para el disefio de terapias para
estos pacientes [13]-[15]. El modelo de EAE mas utilizado, se basa en la induccién de la
enfermedad en la cepa de ratones C57BL/6J, mediante un proceso de inmunizacion
activa con una emulsién que contiene péptidos de proteinas presentes en la mielina y
adyuvante. El proceso de inmunizacion también puede ser pasivo mediante transferencia
de linfocitos T encefalitogénicos provenientes de un raton con EAE a otro ratén
singéneico sano [16]. En cualquiera de los dos casos, se induce la activacién del Sistema
Inmune (Sl) generando una respuesta autoinmune desmielinizante en el SNC, que
provoca una paralisis ascendente irreversible desde la cola hasta las extremidades

superiores en los ratones.

Como resultado del proceso de inmunizacién activa, los animales desarrollan una
enfermedad cronica y monofasica con 3 etapas claramente distinguibles (Figura 1). Una
vez inmunizado el animal, comienza la fase inductiva en la cual se inician todos los
procesos inmunolégicos de procesamiento y presentacion de los antigenos mielinicos
que induciran una activacién del Sl. Posteriormente, se produce una infiltracion de
linfocitos al SNC, iniciando la fase efectora de la EAE, con una inflamaciéon aguda que
provoca los primeros sintomas de discapacidad en los animales (fase aguda). Luego, en
el SNC se produce una inflamacion crénica en el tiempo, que compromete una
desmielinizacién mantenida por una constante liberacion de moléculas proinflamatorias

y que con el transcurso del tiempo generaran un dafo axonal (fase crénica) [17].
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Figura 1. Modelo de la progresion de la EAE crénica-monofasica en ratones
C57BL/6J. La EAE crénica-monofasica posee una etapa inductiva sin sintomas, seguido
por una etapa efectora en donde los sintomas aparecen al inicio de la fase aguda, y
seguido por una fase cronica prolongada.

Inmunopatogénesis de la EM y EAE: Contribucion de linfocitos T helper (h)-1 y
Th17.

El modelo de inmunopatogénesis de la EM y EAE actual propone que el
procesamiento y presentacion de antigenos propios se veria favorecido por una
deficitaria regulacion de los mecanismos de tolerancia [9], [18]. Si bien el antigeno inicial
que generaria la respuesta autoinmune en la EM se desconoce, estudios realizados en
el modelo EAE han identificado diferentes proteinas y péptidos derivados de proteinas
mielinicas como antigenos inductores de la enfermedad. Entre estos antigenos se
encuentran la proteina basica de la mielina (MBP), la glicoproteina de la mielina del
oligodendrocito (MOG) y la proteina proteolipidica (PLP). La activacion de la respuesta
inmune especifica contra éstos antigenos ocurre en los 6rganos linfoides primarios y en
nodulos linfaticos, permitiendo la diferenciacién y activacion de linfocitos Th1 y Th17 con
una produccion de citoquinas y receptores de quimioquinas caracteristicas [17], [19],
adquiriendo la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) hacia el SNC.

Una vez alcanzado el SNC, estas células serian reactivadas por células presentadoras
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de antigenos residentes (microglia y astrocitos) favoreciendo la liberacién de citoquinas

pro-inflamatorias.

Los linfocitos Th1 constituyen una de las fuentes celulares principales de produccion de
IFN-y, una citoquina pro-inflamatoria que activa principalmente a macréfagos y microglia.
Por otro lado, la poblacion de linfocitos Th17 caracterizada por la liberacion de
interleuquina (IL)-17, activa e induce la infiltracién de neutréfilos y granulocitos hacia el
SNC [9], [20]. El conjunto de éstas células infiltrantes reaccionan contra la mielina
generando desmielinizacion y dafio axonal, liberando nuevos antigenos al
microambiente, los que amplian la respuesta autoinmune, creando un ciclo de activacion

continuo de inflamacién en el SNC [1].

Células presentadoras de antigeno (APC).

El procesamiento y presentacion de antigenos mencionado anteriormente, esta
dirigido principalmente por las APC, que se clasifican principalmente en dos grandes
grupos: profesionales (linfocitos B, monocitos/macrofagos, y células dendriticas) y no
profesionales (todas las células nucleadas). Las APC profesionales, son las encargadas
de la presentacion de antigenos y activacion de linfocitos T, cumpliendo un rol tanto
patogénico como protector en la EAE/EM [21]. En la EAE, monocitos/macrofagos y
células dendriticas (DCs) son fundamentales para la activacién de linfocitos T, siendo
capaces de polarizar a los fenotipos de linfocitos T efectores o reguladores [22], [23],
mientras que los linfocitos B son incapaces de actuar como APC cuando la EAE es
inducida con el péptido MOG 35.55 [24]. Los monocitos/macréfagos (caracterizados por la
expresion del marcador CD11b+) se encuentran en gran cantidad durante los periodos
de inflamacion en el SNC [25], [26] siendo los unicos tipos celulares encontrados en
todos los diferentes tipos de lesiones desmielinizantes de pacientes con EM [26]. Estas
células, en conjunto con la microglia (fagocitos residentes del SNC), se encuentran
altamente activadas durante los periodos activos de la enfermedad, con un perfil pro-
inflamatorio elevado (denominado perfil M1) de expresion de moléculas co-estimuladoras

(MHC-II, CD86 entre otros) y secrecién de citoquinas pro-inflamatorias (IL-13, IL-6, IFN-
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y entre otros) [12], [27]. Por ultimo, las DCs (caracterizadas por la expresion del marcador
CD11c+), son las principales APC, encargados de polarizar linfocitos T naive hacia un
perfil efector o regulador [28], siendo capaces de potenciar [29] o regular la EAE [30]. Por
lo tanto, el balance entre linfocitos T efector versus linfocitos T regulador dependera del

estado de activacién de las APC, tolerogénico o inflamatorio (Figura 2).

-Interaccion

-Interaccién co-estimuladora

co-inhibitoria \

-Polarizacién

-Polarizacién
hacia linfocitos T

hacia linfocitos Tregs Antige“° - efectores
amt
-Secrecion de der'\\'ado del -Secrecion de citoquinas
citoquinas pro-inflamatorias
anti-inflamatorias TNF-a, IL-6, IFN-y
IL-10, TGF-B

Figura 2. Rol de las células presentadoras de antigenos en la polarizaciéon de
linfocitos T efectores versus T reguladores. La polarizacion de linfocitos T efectores
o reguladores esta estrictamente controlada, dependiendo del balance de expresion
tanto de moléculas co-estimuladoras versus co-inhibitorias, y de citoquinas pro-
inflamatorias versus reguladoras.

Las APC como macrofagos, DC y microglia también pueden presentar un perfil regulador

denominado M2, caracterizado por la secrecién de citoquinas reguladoras como IL-10,
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TGF-B [31] y la expresion de moléculas co-inhibitorias como PD-L1 y PD-L2; con la

capacidad para suprimir los sintomas de la EAE [12], [27].

Linfocitos T reguladores (Tregs)

Dentro de los mecanismos que regulan y controlan la respuesta inmune, los
linfocitos Tregs corresponden a uno de los principales tipos celulares encargados de la
mantencion de la tolerancia contra antigenos propios y de la homeostasis inmunolégica
[32]. Los linfocitos Tregs pueden suprimir la respuesta inmune, actuando directamente
sobre otros linfocitos T efectores o mediante la inactivacién de las APC. Los mecanismos
de accién de los linfocitos Tregs incluyen contacto célula-célula, secrecion de citoquinas
anti-inflamatorias principalmente IL-10 y Transforming Growth Factor (TGF)-3, expresion
de moléculas co-inhibidoras en su superficie celular y/o restringiendo nutrientes vy

moléculas que favorecen la proliferacion celular [33].

Los linfocitos Tregs se clasifican en dos grandes grupos (Figura 3), naturales (nTreg),
llamados asi porque se desarrollan en el timo, y los linfocitos Treg inducibles (iTreg)
diferenciados en la periferia a partir de linfocitos T virgenes o “naive” [34], [35]. Los
linfocitos nTreg se caracterizan por la expresion de las moléculas CD4 y CD25 (IL-2Ra)
en su superficie celular y la expresién del factor de transcripciéon Forkhead box P3
(FOXP3), que es fundamental para su funcion reguladora y cuya expresion esta presente

en mas del 90% de la poblacién total de linfocitos Tregs [35], [36].

Por otro lado, los linfocitos iTreg, a partir de la exposicion al antigeno son diferenciados
en la periferia a partir de linfocitos T naive mediante la estimulacién de su receptor de
células T (TCR) y la presencia de TGF- o acido retinoico e IL-2. Los linfocitos iTreg, a
su vez, se diferencian en otros subtipos dependiendo de la funcion que posean y el perfil
de citoquinas caracteristico, mientras que la expresion de FOXP3 por parte de estas
células puede ser transitoria. Asi, los linfocitos T reguladores de tipo 1 (Tr1), ejercen su
funcion moduladora mediante la expresion de la citoquina anti-inflamatoria 1L-10,

mientras que los linfocitos Th3 secretan altos niveles de TGF-p [32]—-[34].
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Figura 3: Principales subtipos de linfocitos T reguladores. Linfocitos Treg naturales
(nTreg) o inducibles (iTreg), se generan en el timo o en la periferia respectivamente.
nTreg se caracterizan por una expresion constitutiva del factor de transcripcion FOXP3,
mientras que en los iTregs la expresion de FOXP3 puede ser transitoria. Linfocitos Th3
y Tr1, son linfocitos iTregs caracterizados por una elevada secrecion de TGF-f e IL-10,
respectivamente.

La evidencia que apoya la participacion de linfocitos Tregs en la EM y EAE es
contundente y han destacado la importancia de esta poblacién para prevenir el inicio y
desarrollo de la enfermedad: 1) en la EM y EAE existe un aumento de la frecuencia de
linfocitos Tregs durante periodos de remisién [37]; 2) en la EAE, linfocitos Tregs se
acumulan en el SNC de ratones, lo cual se asocia con un aumento de los niveles de IL-
10 y recuperacion de los sintomas [38]; 3) el tratamiento de ratones inducidos con EAE
con anticuerpos anti-CD25 (descrito como neutralizacion de linfocitos Tregs), o la
deplecion de células FOXP3+ exacerba la enfermedad [39]-[42]; 4) la transferencia
adoptiva de linfocitos Tregs de ratones sanos a enfermos disminuye los sintomas de la
EAE [40], [43], [44]; 5) linfocitos Tregs provenientes de pacientes con EM, son deficientes

en la supresion de linfocitos T efectores en comparacion a linfocitos Tregs de controles
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sanos [45], [46]. A pesar de lo anterior, aun se desconocen con exactitud los mecanismos
moleculares que conducen a la induccidn, activacién, diferenciacién y funcién de los

linfocitos Tregs y sus diferentes subpoblaciones en la EAE y EM.

IFN-y

IFN-y ha sido descrito clasicamente como una citoquina pro-inflamatoria debido
a que es producida mayoritariamente por linfocitos Th1, células NK (natural killer) y
linfocitos CD8+ [47]. IFN-y es el unico miembro de la familia de IFNs Tipo Il, e interactua
con su receptor especifico IFNGR. La forma biolégicamente activa es un homodimero de
34 kDa que reacciona con su receptor heterodimérico, el cual esta compuesto por dos
sub-unidades: IFNGRa y IFNGRb [48]. El receptor de IFN-y es expresado en forma
ubicua en casi todas las células del organismo [49], por lo cual, los efectos de esta
citoquina dependeran del tipo celular al cual afecte [50]-[52]. La sefalizacién celular de
IFN-y estda mediada principalmente por la via de las proteinas JAK (Janus Kinases) y
STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription)-1 [53], regulando la expresion
de diversos genes y factores de transcripcion que median los efectos IFN-y, tales como
IRF (interferon regulatory factor)-1, MIG (monokine induced by IFN-y) e ICAM

(intracelular adhesion molecule)-1 [47], [54].

Rol de IFN-y en la EM y EAE

La funciéon que cumple IFN-y en la EM y EAE es controversial [55]-[57], ya que
inicialmente esta citoquina fue relacionada con la funciéon patolégica de la poblacién Th1,
asociandose con una mayor severidad de la enfermedad [58]. Recientemente, nuestro
grupo de investigacién (Arellano et al, Front. Immunol. 2017) ha publicado que tanto los
niveles de IFN-y en el plasma, como la frecuencia de linfocitos Th1 en sangre de
pacientes con EM, es diferente entre las distintas formas clinicas EM y sirve como
predictor de la progresion de la enfermedad [59]. Hasta la fecha, el unico estudio piloto
en el cual se traté con IFN-y a pacientes con EMRR, arrojo resultados discordantes, en

el sentido de que algunos empeoraron los sintomas, mientras otros no respondieron o
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vieron leves mejoras [60]. Ademas, al tratar con anticuerpos anti-IFN-y a pacientes con
EM progresiva, se observé una reduccion de los sintomas de la enfermedad [61]. Sin
embargo, y a diferencia de lo observado en pacientes con EM, trabajos en EAE han
demostrado ampliamente que la sefalizacion de IFN-y es necesaria para suprimir la
EAE, y que un tratamiento con IFN-y tiene un efecto anti-inflamatorio y tolerogénico en
la enfermedad [55]-[57], [62]-[65]. Asimismo, Axtell et al (Nat Med, 2010) [66],
demostraron que el efecto terapéutico de IFN-B, la principal terapia utilizada en pacientes
con EM, depende de la sefalizacion de IFN-y, ya que al administrar IFN-3 en ratones

con EAE deficientes de IFNGR, éste exacerba la enfermedad [66].

Nuestro laboratorio ha contribuido a aclarar esta discrepancia (Naves et al., JCI, 2013)
[67], demostrando que IFN-y tiene una actividad dual dependiente de la fase de
desarrollo de la EAE [67]. La administracién de IFN-y durante la fase inductiva (Figura 4
A) de la EAE provoca un aumento en la severidad de los sintomas, mientras que si se
administra durante la fase aguda (Figura 4 B) o crénica (Figura 4 C) (ambas etapas
parte de la fase efectora de la EAE) suprime el desarrollo de la enfermedad. Ademas,
este rol dual de IFN-y se comprueba en animales con EAE deficientes de IFNGR, que
demuestran que la sefalizacion del receptor IFN-y posee una funcién patogénica en la
fase inductiva, o protectora en la fase efectora (Figura 4 D). Por ultimo, encuentran que
el efecto protector de IFN-y es dependiente de STAT-1, dado que ratones con EAE
deficientes para STAT-1 son refractarios al tratamiento con esta citoquina (Figura 4 E).
Estos resultados indican que el efecto de IFN-y depende del estado inflamatorio de la
EAE, y ofrecen una explicacion a los paraddjicos resultados encontrados en el estudio

piloto de tratamiento con IFN-y de pacientes con EMRR.
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Figura 4: El efecto dual de IFN-y en la EAE y su dependencia de STAT-1. Progresion
de la enfermedad en ratones con EAE tratados con 1ug de IFN-y en A) la fase inductiva
(dias 0-10), B) fase aguda (dias 10-18) y C) crénica de la enfermedad (dias 15-25). D)
Ratones deficientes para IFNGR inducidos con EAE presentan un retraso de la fase
aguda pero una mas severa fase cronica de la enfermedad. E) Progresién de la
enfermedad en ratones deficientes para STAT-1 inducidos con EAE y tratados con IFN-
y durante la fase aguda (dias 10-20). *p<0.05, **p<0.01 [67].

Siguiendo esta linea de investigacidon, resultados recientes obtenidos en nuestro
laboratorio, muestran que el tratamiento con IFN-y de ratones durante la fase crénica de
la EAE se asocia con una reduccién en el numero de focos inflamatorios y lesiones
desmielinizantes en el SNC (Figura 5). De manera interesante, IFN-y indujo un aumento
de la frecuencia de linfocitos Tregs infiltrantes en el SNC, de forma antigeno-especifico

e inespecifica (Figura 6).
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Figura 5: El tratamiento con IFN-y reduce la infiltracion de células mononucleares
y desmielinizacion en el SNC. Cortes histolégicos de la médula espinal de animales
tratados durante la fase cronica de la EAE con 1ug de IFN-y o PBS (controles) fueron
tefidos con Hematoxilina y Eosina (H&E) para determinar el grado de infiltracion de
células mononucleares, y LuxolFast Blue (LFB) para evaluar el nivel de desmielinizacién
en el SNC de estos animales. (resultados no publicados).
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Figura 6. El tratamiento de la fase crénica de la EAE con IFN-y induce un aumento
en la frecuencia de linfocitos Tregs en la médula espinal. Células mononucleares
infiltrantes en la médula espinal de ratones con EAE tratados con 1ug IFN-y o PBS fueron
cultivadas ex vivo por 18 horas sin o con estimulacién de 10ug/mL de MOG (MOGp) o
1ug/mL de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (CD3/CD28). Luego, la poblaciéon de
linfocitos Tregs fue analizada mediante citometria de flujo. (A) Andlisis de citometria de
flujo representativo de un experimento. (B) Frecuencia de linfocitos Tregs. Barras de error
representan promediotSD de 3 experimentos independientes. * p< 0.05. (resultados no
publicados).
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Por lo tanto, estos resultados indican que uno de los mecanismos por el cual IFN-y ejerce
una funcion protectora en la fase crénica de la EAE, reduciendo la severidad de la
enfermedad, podria estar mediado por un efecto sobre los linfocitos Tregs. Sin embargo,
desconocemos si IFN-y afecta de manera directa o indirecta la induccion de esta

poblacién reguladora.

Regulacién de linfocitos Treg por IFN-y

El efecto de protector de IFN-y en la EAE, ademas de la etapa de la enfermedad,
depende del sitio, la concentracién y del tipo celular al cual estaria afectando [56], [57].
De manera interesante, ha sido demostrado, tanto en humano como en ratones, y en
diversos modelos de enfermedades, que IFN-y, en presencia de diversos estimulos, es
capaz de inducir linfocitos iTregs [68]-[73]. En EAE, Wang et al (JCI, 2006), demostré
que la estimulacion in vitro de linfocitos de raton TCD4+CD25- con IFN-y, induce de
manera directa la conversion a linfocitos iTreg expresando CD25 y FOXP3, con una
capacidad supresora elevada sobre la proliferacion de linfocitos T efectores [68]. El
porcentaje de células inducidas aumenté de un 6% a un 26% aproximadamente al co-
estimular con IFN-y y un activador inespecifico de TCR (anticuerpos anti-CD3/CD28).
Estos experimentos fueron replicados en linfocitos T CD4+ humanos obteniendo
similares resultados. Ademas, la transferencia pasiva de estas células iTreg inducidas
por IFN-y a ratones con EAE disminuyd los sintomas de la enfermedad. Estos resultados
concuerdan con lo observado en trabajos realizados en modelos experimentales de otras
enfermedades inflamatorias cronicas tales como Artritis Reumatoide y rechazo a
trasplante, en los que utilizando ratones deficientes para la expresion de IFN-y o su
receptor se reportd que esta citoquina es fundamental para la funcién tolerogénica de los
linfocitos Tregs [70], [74]-[77].

Mas recientemente, se ha reportado la existencia de una nueva subpoblacion de

linfocitos Tregs inducidos por IFN-y o IL-27, denominada Treg Th1-like (Treg-Th1) [78].

Hay que hacer notar que IL-27 es una citoquina de la familia de IL-12 que induce la
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expansion y diferenciaciéon de linfocitos Th1 a través de la expresion del factor de
transcripcion T-bet (T-box transcription factor). Como es de esperar, los linfocitos Treg-
Th1 se caracterizan por la expresion de T-bet, la que promueve a su vez, la expresion
de IFN-y y quimioquinas que favorecen la migracion de estos linfocitos Tregs hacia el
sitio de la inflamacién [79]. De acuerdo a estos estudios, los linfocitos Treg-Th1 inducidos
por IFN-y y caracterizados por la expresion de IFN-y y T-bet, corresponden a una
poblacién particular de linfocitos Treg especializados en limitar enfermedades
inflamatorias infecciosas que suscitan una respuesta inmune Th1 [80]-[82].
Notablemente, pacientes con EM [83], [84] y diabetes tipo | [85] exhibieron una mayor
frecuencia de linfocitos Treg-Th1, comparado con individuos sanos y su presencia se ha
asociado con un buena aceptacién de trasplante de érganos [86]. Sin embargo, la
presencia y/o la participacion de esta poblacién de linfocitos Treg-Th1 en EAE, no ha

sido estudiado hasta ahora.

Por otro lado, los linfocitos Tregs pueden ser inducidos por la interaccién con APC. Tal
como fue mencionado anteriormente, la expresion de moléculas como PD-L1, secrecion
de TGF-f o IL-10, por las APC, favorece la induccién de linfocitos Tregs [87].
Particularmente, la molécula co-inhibitoria PD-L1, es altamente regulada por IFN-y. Se
ha demostrado que los efectos protectores de IL-12 en EAE dependen de la activacion
de PD-1/PD-L1, mediado por IFN-y [88]. Sin embargo, hasta la fecha no existe evidencia
de que este mecanismo estaria favoreciendo una induccion de linfocitos Tregs
supresores en EAE. De manera interesante, IFN-y es capaz de inducir linfocitos Tregs
capaces de reducir los sintomas de la EAE de manera indirecta, mediante la induccion
de TGF-B por neuronas [43]. No obstante, no existe evidencia de que IFN-y sea capaz
de inducir la expresion de TGF- en APC, es mas, se ha observado que IFN-y sélo induce

la expresidn de esta citoquina en neuronas y células epiteliales de retina [89].
Basados en todas estas evidencias, esta tesis tiene como principal propésito identificar

el mecanismo, ya sea directo o indirecto, por el cual IFN-y induce un incremento de

linfocitos Tregs en la EAE, reduciendo los sintomas de la enfermedad (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo directo o indirecto por el cual IFN-y induciria un incremento
en la poblacion de linfocitos Tregs en la EAE. A) IFN-y induciria linfocitos Tregs de
manera directa a partir de linfocitos CD4+CD25-. B) IFN-y induciria de manera indirecta

un incremento de linfocitos Tregs, dependiente de PD-L1 y TGF-3 en APC.
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Il. HIPOTESIS

“Interferon-y promueve la induccion de linfocitos T reguladores supresores de la EAE
actuando directamente sobre linfocitos CD4+CD25- y/o indirectamente a través de la
induccion de TGF-B y PD-L1 en células presentadoras de antigeno”

Ill. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el mecanismo celular y molecular por el cual IFN-y favorece la respuesta de

linfocitos T reguladores supresores de la EAE.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de IFN-y sobre distintas poblaciones de linfocitos T

reguladores periféricos e infiltrantes en el SNC.

a. Determinar si el efecto protector de IFN-y in vivo depende de

linfocitos T reguladores

b. Determinar el efecto de IFN-y sobre las distintas sub-poblaciones de

linfocitos T reguladores.

c. Evaluar si el efecto de IFN-y depende de moléculas reguladoras (IL-
10 y TGF-B).

2. Evaluar el efecto de IFN-y in vitro sobre linfocitos T reguladores y su capacidad

supresora sobre linfocitos T efectores.

a. Evaluar el efecto de IFN-y ex vivo sobre la inducciéon de linfocitos
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Tregs en células infiltrantes del SNC, nddulos linfaticos cervicales y

del bazo.

b. Evaluar el efecto de IFN-y in vitro sobre la induccion de linfocitos

Tregs y evaluar su capacidad supresora.

c. Evaluar el efecto de IFN-y in vitro sobre la funcionalidad de linfocitos

Tregs convencionales provenientes de animales con EAE.

3. Identificar el mecanismo por el cual IFN-y favorece la induccion de linfocitos T

reguladores supresores de la EAE.
a. ldentificar el efecto in vivo de IFN-y sobre la induccién de moléculas
reguladoras en linfocitos T y células presentadoras de antigeno

(APC).

b. Evaluar el efecto ex vivo e in vitro de IFN-y sobre la induccion de
TGF-B y PD-L1 en APC.

c. Evaluar la capacidad de APC estimuladas con IFN-y sobre la

induccion de linfocitos Tregs.
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IV. METODOLOGIA

Cepas de ratones

En este trabajo se utilizaron diferentes cepas de ratones machos de entre 8-12
semanas de edad: C57BL/6J (naive), C57BL/6J-FOXP3C " (FOXP3-GFP), C57BL/6J-
FOXP3CFPP™R (FOXP3-DTR) C57BL/6J-Ptprc? (CD45.1) y C57BL/6J-2D2-TCRM°C
(2D2). Todos los animales fueron adquiridos desde “The Jackson Laboratory”. Los
ratones fueron mantenidos en el bioterio SPF libre de patégenos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile o en “Feingberg School of Medicine” de
“Northwestern University”, con un ciclo de luz de 12 horas a una temperatura promedio
de 20°C. Todos los procedimientos en animales, fueron aprobados por el comité de

Bioética animal de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Induccién de la EAE

La EAE fue inducida en ratones machos de 8-12 semanas de edad mediante
inmunizacién activa. A cada raton se inyectd subcutaneamente (SC) 200uL de una
solucion que contiene 150 ug péptido de MOGss.55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK)
(CPC) y 500 ug del extracto “H37 Ra de Mycobacterium tuberculosis” (Difco), disuelto en
adyuvante Incompleto de Freund (IFA) (Difco). El dia 0 y 2 post inmunizacion, se agregé
una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de 200 ng de toxina de pertussis (PT) (Calbiochem).
Una vez generada la enfermedad, la progresién fue evaluada y monitoreada cada dia
siguiendo una escala de severidad de la EAE que va del 0 al 6: 0, sin signos de
enfermedad; 1, pérdida del tono en la cola; 2, cola flacida; 3, paralisis parcial de las
extremidades inferiores; 4, paralisis completa de las extremidades inferiores; 5,
moribundo; 6, muerto. Simultdneamente, se midio el peso de cada ratén, como indicador
del inicio y progresién de la enfermedad. Por razones de bienestar animal, y de acuerdo

a los protocolos de bioética, todo ratdn en nivel 5 de severidad fue eutanasiado.
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Tratamientos y grupos experimentales

Administracion de IFN-y.

El tratamiento consistié en inyecciones intraperitoneales (i.p) diarias de 1ug IFN-
y recombinante (eBioscience) o buffer fosfato salino (PBS, vehiculo del IFN-y) (GIBCO),
en el inicio de la fase cronica de la enfermedad durante 5 dias (dia 15 al 20 post
inmunizacién aproximadamente), tiempo que hemos determinado suficiente del
tratamiento para inducir una disminucion significativa en la severidad de la EAE entre

ratones tratados y su control.

Administracion de anticuerpos neutralizantes y bloqueantes.
Anticuerpos anti-ratén anti-CD25 (clon PC-61.5.3), anti-PD-1 (clon RMP1-14), anti-TGF-
B (clon 1D11.16.18), anti-IL-10 (clon JES5-2A5) y control de isotipo IgG1 de ratén (clon
MOPC-21, isotipo del anti-TGF-B), IgG1 de rata (clon HRPN, isotipo del anti-CD25 y anti-
IL-10) e IgG2a de rata (clon 2A3, isotipo del anti-PD-1) fueron adquiridos en “Bio X Cell’.
Los anticuerpos fueron inyectados i.p. en 200uL de PBS. En el caso de los anticuerpos
anti-CD25 y anti-PD-1 y sus respectivos controles de isotipos, se inyectaron dos dosis
de 500 pg. La primera dos dias antes, y la segunda el mismo dia del inicio de tratamiento
con IFN-y. Los anticuerpos anti-IL-10, anti TGF-, y sus respectivos controles de isotipos,
fueron inyectados dia por medio, iniciando el mismo dial del tratamiento con IFN-y hasta

el fin del tratamiento con esta citoquina.

Deplecion de células expresando FOXP3.

Ratones FOXP3-DTR fueron inducidos con la EAE y 1 dia previo al tratamiento con IFN-
y en la fase cronica, fueron inyectados i.p. con una dosis de 2.5 ug de toxina diftérica
(DT) (Sigma). Una segunda dosis de DT fue inyectada el dia del inicio del tratamiento
con IFN-y. Se analiz6 la frecuencia de células FOXP3+ mediante analisis de citometria
de flujo de PBMC de sangre de los animales antes y después de tratar con DT. A modo
de control negativo se incluy6 en la determinacion PBMC de animales wild type (sin
FOXP3 GFP), y control positivo animales FOXP3-GFP.
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Extraccion de células infiltrantes del SNC

Para el analisis de linfocitos infiltrantes del SNC, ratones fueron anestesiados con
isofluorano, y perfundidos con 50 mL de PBS mediante puncién intraventricular, y se
extrajo la médula espinal de cada animal. El procedimiento para aislar las células
mononucleares infiltrantes, se inicid con un macerado de las médulas espinales, las
cuales incubadas con 5U/mL DNAsa | (New England Biolabs) y 2mg/mL Colagenasa D
(Roche) durante 1 hora a 37°C. La suspension resultante fue posteriormente pasada por
filtros con poros de 70um de diametro (BD Falcon). Luego, se realizé una gradiente de
Percoll (GE Healthcare) de 40% y 70%, para extraer las células mononucleares
infiltrantes por diferencia de densidad, retirando el anillo de células polimorfonucleares.

Finalmente, las células fueron lavadas con PBS y resuspendidas en medio de cultivo.

Extracciéon de esplenocitos y células mononucleares de nédulos linfaticos

El bazo y los nddulos linfaticos axilares y cervicales fueron extraidos
quirurgicamente y recolectados en PBS. Los nddulos linfaticos fueron macerados y la
suspension se pasoé por un filtro con poros de 70um de diametro, donde luego fueron
resuspendidos en medio de cultivo. El bazo de cada ratén también fue macerado y
filtrado, y luego incubados con 2mL/bazo de una solucién de lisis de eritrocitos o0 ACK
(155mM NH4CI, 10mM KHCO3 y 1mM EDTA, pH 7.3) durante 1 min a T° ambiente.

Finalmente, las células obtenidas fueron lavadas y resuspendidas en medio de cultivo.

Analisis de expresion de mRNA por PCR en tiempo Real.

Se realizé una extraccion de RNA total de las medulas espinales de ratones EAE
tratados con IFN-y y PBS, utilizando TRIzol (5-10x10° células) (Life Technologies), de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se determiné la concentracion de RNA, en
funcién de la absorbancia a 260 y 280 nm. Finalmente, se comprob¢ la integridad del

RNA en un gel de agarosa al 1%.
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A través de la tecnologia de TagMan de LifeTechnologies, el cual utiliza sondas
especificas para el mMRNA a analizar, se estudio la expresion de RNA mensajeros y se
realizé6 un analisis semicuantitativo de PCR en tiempo real de los siguientes mRNA:
foxp3, t-bet, roryt, ifn-y, il-10, tgf-p e il-17a, il-17f, utilizando el equipo “StepOne Plus de

Life Technologies”.

Separacion de células

Linfocitos T CD4+CD25- y CD4+CD25+
Esplenocitos y nédulos linfaticos de ratones no inmunizados o con EAE en fase crénica
e inductiva fueron extraidos y las células CD4+CD25- y CD4+CD25+ fueron purificados
con el kit “EasySep™ Mouse CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit II” (Stem Cell).
Las células CD3+CD4+CD25- obtenidas tenian una pureza mayor al 95% y mayor al
80% en el caso de las células CD3+CD4+CD25+, en donde la expresion de FOXP3+ fue

determinada por citometria de flujo.

Linfocitos T CD4+naive
Esplenocitos de ratones con EAE y 2D2 fueron extraidos y linfocitos T CD4+ naive fueron
purificados con el kit “EasySep™ Mouse CD4+ T Cell Isolation Kit” (Stem Cell). Las
células CD3+CD4+CD62L+CD44- obtenidas presentaron una pureza mayor al 95%,

determinado por citometria de flujo.

Células CD11b+
Esplenocitos de ratones en fase crénica de la EAE fueron extraidos y se purificaron las
células CD11b+ con el kit “EasySep™ Mouse CD11b Positive Selection Kit I’ (Stem
Cell). Las células CD11b+ obtenidas presentaron una pureza mayor al 90% determinado

por citometria de flujo.
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Cultivo Celular

Analisis de sub-poblaciones de linfocitos Tregs y APC

Se realizaron analisis multiparamétrico de citometria de flujo de los subtipos de
linfocitos Tregs y APC provenientes del SNC, de los nddulos linfaticos y del bazo, de
animales tratados con IFN-y durante la fase cronica de la EAE. Para ello, las células
totales se cultivaron 18 horas a una densidad de 1x10° células/mL en medio de cultivo
IMDM (Invitrogen) complementado con 2mM L-Glutamina (GIBCO), 1% Aminoacidos no
esenciales (GIBCO), 1% Piruvato de sodio (GIBCO), 0,2uM 2-Mercaptoetanol (GIBCO),
1% Penicilina/Estreptomicina (GIBCO), y 10% Suero Fetal Bovino (FBS) (GIBCO), en un
ambiente de 37°C y 5% CO2. Las células fueron estimuladas con 10 ug/mL del péptido
MOGs3s5.55 0 con 1 ug/mL de anticuerpos anti-CD3/ anti-CD28 (CD3/CD28) (eBioscience),
durante 18 horas. Durante las 4 ultimas horas de cultivo se estimulé con 50 ng/mL PMA,
500 ng/mL lonomicina y 5 pg/mL Brefeldina A (Sigma) promoviendo la produccién vy
acumulacion de citoquinas intracelulares. En el caso del analisis de las APC, sélo se
consideré la condicion sin estimulos, y debido a que sdlo se utilizé6 un marcaje superficial,
no se afiadié PMA, lonomicina, ni BFA. El sobrenadante de los cultivos sin estimulos, fue
guardado y congelado a -80°C para posterior analisis de citoquinas mediante ensayo de

multiplex.

Estimulacion con IFN-y ex vivo de células totales

Dependiendo del experimento, células totales del SNC, nddulos linfaticos y/o bazo, de
animales no inmunizados, en la fase inductiva o cronica de la EAE, fueron cultivadas a 1
millén de células/mL y estimuladas en presencia de 0, 0.1, 1, 10, 25, 50 y 100 ng/mL de
IFN-y, 5 pg/mL de anticuerpos anti-IFN-y (eBioscience) o 5 ug/mL de anticuerpo isotipo
de Ig (eBioscience), durante 16 horas (para determinar apoptosis celular) o 3 dias (para
determinar marcadores de linfocitos Tregs, APC y proliferacion celular) en un ambiente
de 37°C y 5% CO2. En este caso, se utilizé el medio de cultivo X-VIVO 20 (Lonza) libre

de suero.
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Estimulacién con IFN-y in vitro de linfocitos CD4+CD25-, CD4+CD25+ y células
CD11b+.

Células purificadas CD4+CD25-, CD4+CD25+ y CD11b+ fueron cultivadas a
1millén de células/mL, y estimuladas en presencia de 0, 0.1, 1, 10, 25, 50 y 100 ng/mL
de IFN-y, 5 pg/mL de anticuerpos anti-IFN-y (eBioscience) o 5 ug/mL de anticuerpo
isotipo de Ig (eBioscience), durante 1 o 3 dias en un ambiente de 37°C y 5% CO2. El
sobrenadante de los cultivos, fue guardado y congelado a -80°C para posterior analisis

de citoquinas mediante ensayo de multiplex.

Las células CD4+CD25-, CD4+CD25+ fueron cultivadas en presencia de 2 ug/mL de
anticuerpos anti-CD3 (pegado a la placa) y 1 yg/mL de anti-CD28, durante 3 dias. Se
agrego 10 ng/mL de IL-2 para las células CD4+CD25+. El efecto de IFN-y se evalué
también en condiciones de induccion de linfocitos Tregs con 2 ng/mL de TGF-B
(eBioscience)y 10 ng/mL de IL-2, y de linfocitos Tr1 con 50 ng/mL de IL-27 (eBioscience).
En el caso de las células CD11b+, estas fueron cultivadas en presencia de 10 pg/mL
pMOG durante 1 o 3 dias. Se utilizé el medio X-VIVO 20 (Lonza) libre de suero.

Posteriormente el analisis de marcadores de linfocitos Tregs o CD11b+ se realizd

mediante citometria de flujo.

Proliferaciéon y Apoptosis celular

Proliferacion celular

Células totales infiltrantes del SNC, de nédulos linfaticos y del bazo, de animales
en fase crénica de la EAE fueron cultivadas en presencia de 2 ug/mL de anti-CD3 y 1
pMg/mL aCD28 o 10 ug/mL pMOG en presencia de diferentes concentraciones de IFN-y
(0, 1, 10, 25, 50 y 100 ng/mL), 5 pg/mL de anti-IFN-y o 5 pg/mL del control de isotipo,
durante 72 horas. Después de las primeras 24 horas, las células fueron pulsadas con 1

MCi de timidina triteada, y al termino de las 72 horas, se determiné las cuentas por millon

(cpm).
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Apoptosis célular
Las células fueron estimuladas en las mismas condiciones mencionadas anteriormente,
s6lo que esta vez por 16 horas y marcadas con anticuerpo anti-Anexina-V, utilizando el
kit de apoptosis celular “Alexa Fluor 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit’

(Thermofisher) y analizadas por citometria de flujo.

Analisis de citometria de flujo

El analisis simultaneo de la expresion de multiples marcadores celulares fue realizado
en el citometro de flujo FACS LSR Fortessa de “Becton Dickinson”, que permite el analisis
combinado de 16 parametros. Se utilizé la sonda de viabilidad “LIVE/DEAD™ Fixable
Near-IR Dead Cell Stain Kit” (Thermofisher) para marcar las células vivas. Los receptores
Fc fueron bloqueados con 0.25 pg de anticuerpos anti-CD16/32 (eBioscience). En
algunos casos, las células fueron fijadas y permeabilizadas utilizando el kit
“eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set” (eBioscience) para el
marcaje intracelular de antigenos. Finalmente, las células fueron resuspendidas en PBS

2% FBS, para luego ser analizadas por citometria de flujo.

Las siguientes subpoblaciones celulares fueron analizadas, dentro de la ventana de
seleccién para células vivas: linfocitos T CD4+ efectores Th1 (IFN-y+), Th2 (IL-4+), Th17
(IL-17A+), CD4+GM-CSF+, reguladores Tr1 (IL-10+ o CD49b+LAG-3+) y Th3 (LAP+),
linfocitos Tregs (CD25™ FOXP3+), nTregs (naturales, NRP-1+), iTregs (inducibles, NRP-
1-), Treg-Th1 like (CD25" FOXP3+TBET+IFN-y+) y Treg-Th17 like (CD25"
FOXP3+RORyt+-IL-17A+), linfocitos T CD8 TGF-$ (LAP+)y T CD8+FOXP3+.

En algunos ensayos, se determiné la frecuencia celular de diferentes subgrupos de
células CD11b+: CD11b+CD11c-, células dendriticas (CD11b+CD11c+), y microglia
(CD45+CD11b+CD39+). En ellas, se analizé ademas la expresién de las moléculas
MHC-II, CD80, CD86, LAP (TGF-B), PD-L1 y PD-L2. Los resultados de citometria de flujo

fueron analizados con el software FlowdJo version X 10.6.
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Analisis de secrecion de citoquinas

Los sobrenadantes de los cultivos celulares fueron ensayados para determinar la
concentracion de citoquinas y otros factores secretados. Se evalué un panel de
citoquinas pro- y anti-inflamatorias incluyendo: IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17A, y TGF-B, y otro
panel con IL-10, Granzima B y sFASL mediante inmunoensayos de Multiplex
“‘MILLIPLEX® Multiplex Assays”. Los analisis fueron realizados en el equipo “Luminex®
200™ System” (Merk Millipore).

Ensayo de inhibicion de la proliferacion de linfocitos T efectores

La funcién supresora de los linfocitos CD4+CD25- o CD4+CD25+ previamente
estimulados durante 72 con 25ng/mL de IFN-y fue evaluada realizando un ensayo de
inhibicidn sobre la proliferaciéon de linfocitos T efectores (Teff). Para ello, 5x10* de
linfocitos T (CD45.2) CD4+CD25- o CD4+CD25+ tratados con IFN-y fueron co-cultivados
en diferentes proporciones (2/1, 4/1, 8/1, 16/1 y 32/1) con linfocitos T efectores
(CD4+CD25-, provenientes de ratén CD45.1) previamente marcados con 5uM de “Violet-
proliferation Dye kit” (Thermofisher). Los co-cultivos fueron estimulados con 2 ug/mL de
anticuerpo anti-CD3 (pegado a la placa) y 1 ug/mL de anticuerpo anti-CD28, por 72
horas. Finalmente, las células fueron marcadas con anticuerpos anti-CD45.1 y anti-

CD45.2 y la proliferacion monitoreada (sobre células vivas) por citometria de flujo.

Ensayo de induccién de linfocitos Tregs por células CD11b+ estimuladas con IFN-

Y

Induccion con células CD11b+ obtenidas de ratones EAE tratados con IFN-y in vivo

Células CD11b+ purificadas del bazo de animales en fase crénica de la EAE,
tratados durante 5 dias con 1 ug de IFN-y o PBS, fueron cultivadas durante 4 dias en
una razon 1:1 con linfocitos T CD4+ naive obtenidas del bazo de animales no

inmunizados, en presencia de 2 ug/mL de anticuerpo anti-CD3 soluble, o con 10 pg/mL
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de MOG cuando se cultivaron con linfocitos linfocitos T CD4+ naive del bazo de animales
2D2. Ademas, se evalud una condicion en la que se adicioné 5 pg/mL de anticuerpo anti-
TGF-B y su respectivo control de isotipo. Posteriormente, se analizé la frecuencia de

linfocitos Tregs mediante citometria de flujo.

Induccion con células CD11b+ estimuladas con IFN-y in vitro

Células CD11b+ purificadas del bazo de animales en fase cronica de la EAE, fueron
cultivadas durante 24 horas con diferentes concentraciones de IFN-y (0, 1, 10, 25, 50 y
100 ng/mL) en presencia de 10 ug/mL del péptido MOG. Luego, las células fueron
lavadas, y co-cultivadas con linfocitos T CD4+ naive provenientes de animales no
inmunizados o 2D2 y con 2 pg/mL anti-CD3 soluble o 10 pg/mL del péptido MOG,
respectivamente. Ademas, se evaluaron condiciones en presencia de 5 uyg/mL de
anticuerpos anti-TGF-p, anti-PD-L1(eBioscience) y anti-PD-L2 (eBioscience), y sus
respectivos controles de isotipo. La frecuencia de linfocitos Tregs se determind mediante

citometria de flujo.
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V. RESULTADOS

Objetivo especifico 1: Determinar el efecto de IFN-y sobre distintas poblaciones de

linfocitos T reguladores periféricos e infiltrantes en el SNC.
Determinar si el efecto protector de IFN-y in vivo depende de linfocitos T reguladores

Hasta ahora, no se conocen muy bien los mecanismos protectores de IFN-y en la
EAE y EM. El primer objetivo de esta tesis, parte con el establecimiento del modelo
animal de EAE, y caracterizar el efecto de un tratamiento con IFN-y sobre diferentes
poblaciones de linfocitos Tregs en el inicio de la fase cronica. Nuestros primeros
resultados concuerdan con lo descrito previamente en la literatura [56], [57], [67]: IFN-y
es capaz de reducir los sintomas de la EAE en fase cronica mientras dura el tratamiento
(Figura 8). De manera interesante, una vez finalizado el tratamiento, los animales se
enferman rapidamente al mismo nivel que el grupo control (PBS), por lo que la
administracion exégena de IFN-y ejerce una funcion reguladora fundamental durante la

fase cronica de la EAE.

Con el fin de confirmar si el efecto protector de IFN-y, disminuyendo los sintomas de la
EAE depende de los linfocitos Tregs tratamos ratones durante la fase crénica de la EAE
con dos dosis del anticuerpo neutralizante anti-CD25, previo al inicio de la administracion
de IFN-y. El tratamiento con el anticuerpo anti-CD25 ha sido utilizado por varios grupos
de investigadores para depletar la poblacién de linfocitos Tregs y ha sido mostrado
particularmente que su administracion durante la fase inductiva de la EAE empeora los
sintomas de la enfermedad [40], [41], [44], [90], [91]. Sorprendentemente para nosotros,
los resultados mostraron que el tratamiento con anti-CD25 tuvo efectos protectores por
si solo y no afecto significativamente la inmunosupresién inducida por IFN-y (Figura 9
A). Una posible explicacién a este resultado inesperado es que durante la fase cronica
de la EAE existe una mayor proporcién de linfocitos T efectores (CD4+CD25+FOXP3-)
versus linfocitos Tregs (Figura 9 B), por lo que el tratamiento con anti-CD25 podria estar
depletando la poblacion de linfocitos T efectores. De manera interesante, el tratamiento

con IFN-y inclina la proporcion Tefector/Treg hacia un perfil mas regulador (Figura 9 B).
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Figura 8. Efecto de la administracioén in vivo de IFN-y durante la fase crénica de la

EAE. Dos grupos de ratones C57BL/6J fueron inmunizados con el péptido

encefalitogénico MOG (150 ug MOGss.55; 500 ug MT; 200 ng PT) para inducir EAE
cronica. Se inicio el tratamiento (IP) en el peak de la fase cronica de la EAE (dia 14 post-
inmunizacién) con 1 ug de IFN-y diario (cuadrados azules) o PBS (control, circulos
negros) durante 5 dias (hasta el dia 19). La enfermedad fue monitoreada diariamente
durante 36 dias post-inmunizacién. Barras de error representan promedioxtSEM de 6
experimentos independientes, n total IFN-y = 26, n PBS= 25. *p<0.05, ***p<0.001,
****<0.0001.

Lo inesperado del resultado anterior, nos llevé a utilizar el modelo animal C57BL/6J
FOXP3®FPPTR "en los cuales, mediante la administracion de la toxina diftérica humana,
se induce una ablacion de las células que expresan FOXP3. Un grupo de animales
C57BL/6J FOXP3®FPPTR fue inducido con EAE, y al llegar al inicio de la fase crénica
fueron tratados con toxina diftérica para depletar la poblacion FOXP3+ (Figura 10 A), lo
que fue seguido por la administracion de IFN-y durante 5 dias (Figura 10 B). Luego de
eliminar los linfocitos Tregs en esta fase crénica de la EAE se encontré que la
enfermedad empeora, concordando con lo descrito por Koutrolos et al (Acta Neuropathol
Commun, 2014) [42]. Por lo tanto, los resultados muestran que los efectos terapéuticos

de IFN-y durante la fase crénica de la EAE dependen de los linfocitos Tregs y que, en
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ausencia de estas células reguladoras, IFN-y es incapaz de reducir los sintomas de la
enfermedad. Ademas, estos resultados comprueban que el tratamiento con IFN-y,

depende de la expresién in vivo de FOXP3 (linfocitos Tregs), pero no asi de CD25.

EAE progression
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Figura 9. Efecto de la administracién in vivo de IFN-y y anticuerpos anti-CD25,
durante la fase crénica de la EAE. Grupos de ratones C57BL/6J fueron inmunizados
con el péptido MOG (150 ug MOGss.55; 500 ug MT; 200 ng PT) para inducir EAE crénica
y se inicio tratamiento (IP) en el peak de la fase cronica de la EAE (dia 13). A) Se trato
con 1 ug de IFN-y diario (cuadrados azules) o PBS (control, circulos negros), 500 ug de
anti-CD25 dos dia pre-tratamiento con IFN-y (dia 11), y una segunda dosis dos dias
después de la primera (triangulo marrén), 500 ug de anti-CD25 isotipo en las misma dosis
mencionada anteriormente (triangulo rojo), IFN-y + anti-CD25 (igual dosis y
administracion) (rombo verde) e IFN-y + anti-CD25 isotipo (igual dosis y administracion)
(circulo verde), durante 6 dias. B) Proporcion de linfocitos T efector/Treg después de 5
dias post-tratamiento con IFN-y, en el SNC (CNS), nédulos linfaticos cervicales (LN) y
bazo (SP). Barras de error representan promediotSEM. Promedio de 3 experimentos, n
= 6-10 ratones/grupo para ratones C57BL/6J. *p<0.05, ***p<0.001, ****<0.0001.
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Figura 10. Efecto de la administracion in vivo de IFN-y en ausencia de linfocitos
Tregs durante la fase crénica de la EAE. Grupos de ratones C57BL/6J y C57BL/6J
FOXP3CPPTR fueron inmunizados con el péptido MOG (150 ug MOGss.s5; 500 ug MT;
200 ng PT) para inducir EAE crénica y se inici6é tratamiento (IP) en el peak de la fase
cronica de la EAE (dia 16). Se depleto la expresion de FOXP3 en los grupos de ratones
C57BL/6J FOXP3° PR con dos dosis de 2.5 pg por ratdn de toxina diftérica (DT). A)
Demostracion de la deplecion de linfocitos Tregs mediante la citometria de flujo al medir
la frecuencia de células FOXP3°™* en sangre. B) Una vez depletados los linfocitos
Tregs, se inicio tratamiento con 1 ug diario (durante 5 dias) de IFN-y (circulos azules
para el grupo C57BL/6J y triangulo marrén para el grupo C57BL/6J FOXP3%FPPTRyy PBS
(cuadrado negro para el grupo C57BL/6J y triangulo rojo para el grupo C57BL/6J
FOXP3C®FPP™R) Barras de error representan promedio+tSEM. Promedio de 2
experimentos independientes, 6-10 ratones/grupo para ratones C57BL/6J y 1-2
C57BL/6J FOXP3CFPPTR *5<0.05, ***p<0.001, ****<0.0001.

Determinar el efecto de IFN-y sobre las distintas sub-poblaciones de linfocitos T

reguladores.

Primero, buscamos determinar el estatus general del ambiente inflamatorio del
SNC durante el tratamiento in vivo con IFN-y. Para esto, se determind la expresion de
mRNA de distintos marcadores patogénicos y reguladores en médula
espinalescompletas de ratones con EAE, tratados en fase crénica con IFN-y o PBS. Las
moléculas analizadas fueron foxp3, il-10, tgf-beta1, ifn-gamma, tbx21 (t-bet), il-17a 'y IL-
171, no observandose diferencias significativas en la expresion de estas moléculas entre

los grupos de ratones estudiados (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de IFN-y sobre la expresiéon de mRNA de marcadores de
regulacion e inflamatorios. Se extrajo RNA desde médula espinale de ratones
tratados durante 5 dias con 1 ug/ratén de IFN-y, PBS y no inmunizados (NI) y se
determinaron los niveles de expresion de marcadores de regulacion A) FOXP3+, IL-10+
y TGF-B e inflamatorios B) IFN-y, t-bet, IL-17A e IL-17F. Barras representan
promedioxSD de 5 experimentos independientes.

A continuacion, se procedié a la estandarizacion de un panel multi-paramétrico de
citometria de flujo para determinar el efecto de IFN-y sobre las distintas subpoblaciones
de linfocitos Tregs. En este panel, se identificaron tanto poblaciones T CD4+ efectoras
como reguladoras: Th1 (IFN-g+), Th2 (IL-4+), Th17 (IL-17A+), CD4+LAP+ (TGF-p+,
Th3), Tr1 (IL-10+), Tregs convencionales (CD25hiFoxP3+), nTregs (NRP-1+), iTregs
(NRP-1-), Treg-Th1 like (CD25hiFoxP3+Tbet+IFN-y+) y Treg-Th17 like (CD25hi
FoxP3+RORyt+IL-17A+) (Figura 12). Para caracterizar el efecto de IFN-y sobre estas
subpoblaciones, ratones en fase cronica de la EAE fueron tratados con IFN-y o PBS y

después de 5 dias (dia 19 post-inmunizacion) fueron eutanasiados y se procedié a
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extraer células mononucleares infiltrantes del SNC y células periféricas de los nédulos
linfaticos cervicales y del bazo. Las células fueron analizadas por citometria de flujo
después de ser estimuladas ex vivo durante 18 horas con pMOG (estimulacion antigena
especifica) o anti-CD3/anti-CD28 (estimulacion inespecifica). Los analisis mostraron que
los ratones tratados con IFN-y presentaron una frecuencia significativamente mayor de
linfocitos Tregs provenientes de células infiltrantes del SNC, en comparacion con el grupo
control (Figura 13 A-B). No se observd diferencia significativa sobre poblaciones
efectoras (Figura 14), ni otro tipo de poblaciones reguladoras como CD4+IL-10+ (Figura
13 C) ni CD4+LAP+ (Figura 13 D). Tampoco se detecté diferencia significativa en las
poblaciones de linfocitos T reguladoras, Treg-Th1 like (Figura 15) y Treg-Th17 like
(Figura 16), las cuales se ha mostrado podrian estar involucradas en el desarrollo de la
enfermedad [78], [92], [93].

Ademas, se determiné mediante ensayo de multiplex, la secrecion de citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias en el sobrenadante celular (de la condicién no-
estimulada), encontrando que las células provenientes de los nodulos linfaticos
cervicales y del bazo de ratones EAE tratados con IFN-y expresan significativamente
menores niveles de IFN-y e IL-10, respectivamente, que aquellas células obtenidas de
ratones EAE tratados con PBS (Figura 17). Los niveles de TGF-f estuvieron bajo el nivel
de deteccidén (datos no mostrados). Hasta ahora, podemos indicar que el tratamiento con
IFN-y en la fase cronica de la EAE, genera un incremento significativo de linfocitos Tregs

convencionales en el SNC, los cuales son necesarios para reducir los sintomas.

A Lymphocytes Single Cells Live/Dead

SSC-A
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Figura 12. Estrategia de anadlisis multi-paramétrico de citometria de flujo, para
poblaciones de linfocitos T CD4+ efectores y reguladores. Analisis multi-paramétrico
para determinar frecuencia de poblaciones de linfocitos T CD4+efectoras y reguladores.
La mejor configuracion de fluoréforos y dilucion de anticuerpos, se realizé en
esplenocitos de ratones EAE. En la figura se muestra un analisis representativo de
células mononucleares infiltrantes en el SNC de ratones EAE. A) Graficos de adquisicion
basicos para determinar frecuencia de linfocitos vivos. B-C) Estrategia de seleccién de
poblaciones de linfocitos T CD4+ efectores Th1 (IFN-y+), Th2 (IL-4+), Th17 (IL-17A+),
CD4+GM-CSF+, reguladores Tr1 (IL-10+) y Th3 (LAP+). C) Estrategia de seleccion de
poblaciones de linfocitos T reguladoras (CD25" FOXP3+), nTregs (naturales, NRP-1+),
iTregs (inducibles, NRP-1-), Treg-Th1 like (CD25" FOXP3+TBET+IFN-y+) y Treg-Th17
like (CD25" FOXP3+RORyt+-IL-17A+). La adquisicion fue realizada en un citdmetro de
flujo LSR Fortessa (BD).
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Figura 13. El tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con IFN-y induce
un aumento en la frecuencia de linfocitos Tregs en el sistema nervioso central.
Ratones EAE iniciando la fase crénica de la enfermedad (dia 14 post inmunizacién)
fueron tratados con IFN-y o el vehiculo (PBS) durante 5 dias. Células mononucleares
infiltrantes del SNC, células de los nddulos linfaticos cervicales y del bazo fueron aisladas
y estimuladas ex vivo por 18 horas, en distintas condiciones: UN (no estimulado), pMOG
(10 ng/mL pMOGs35.55) y aCD3/aCD28 (1 ug/mL de anti-CD3 y anti-CD28). Durante las
ultimas 4 horas de cultivo las células (excepto la condicién UN) fueron incubadas con
PMA 50 ng/mL, lonomicina 500 ng/mL y Brefeldina A 5 ug/mL para promover la
produccion y acumulacién de citoquinas intra-celulares. A) Analisis de citometria de flujo
representativo de la frecuencia de linfocitos Tregs convencionales (CD25hiFoxP3+) en
el SNC de ratones tratados con PBS o IFN-y. B) Promedio de frecuencia de linfocitos
Tregs convencionales (CD25hiFoxP3+), C) CD4+IL-10+ y D) CD4+LAP+. Barras
representan promedioxSD de 5 experimentos independientes (n IFN-y=5; n PBS=5).
*p<0.05.
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Figura 14. EI tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con IFN-y no
afecta la frecuencia de linfocitos T efectores Th1, Th2, y Th17. Ratones EAE
iniciando la fase crénica de la enfermedad (dia 14 post inmunizacion) fueron tratados con
IFN-y o el vehiculo (PBS) durante 5 dias. Células mononucleares infiltrantes del SNC,
células de los nddulos linfaticos cervicales y del bazo fueron aisladas y estimuladas ex
vivo por 18 horas, en distintas condiciones: UN (no estimulado), pMOG (10 pg/mL
pMOGs3s.55) y aCD3/aCD28 (1 ug/mL de anti-CD3 y anti-CD28). Durante las ultimas 4
horas de cultivo, las células (excepto la condicidon UN) fueron incubadas con PMA 50
ng/mL, lonomicina 500 ng/mL y Brefeldina A 5 pug/mL para promover la produccién y
acumulacion de citoquinas intracelulares. A) Frecuencia de linfocitos Th1 (CD4+IFN-g+).
B) Frecuencia de linfocitos Th2 (CD4+IL-4+), C) Frecuencia de linfocitos Th17 (CD4+IL-
17-A+) en el SNC, nédulos linfaticos cervicales y bazo de ratones tratados con PBS
(barras negras) o IFN-y (barras azules). Barras representan promedioxSD de 5
experimentos independientes (n IFN-y=5; n PBS=5).
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Figura 15. El tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con IFN-y, no
afecta la frecuencia de linfocitos Tregs Th1-like en el sistema nervioso central.
Ratones EAE iniciando la fase crénica de la enfermedad (dia 14 post inmunizacién)
fueron tratados con IFN-y o el vehiculo (PBS) durante 5 dias. Células mononucleares
infiltrantes del SNC, células de los nddulos linfaticos cervicales y del bazo fueron aisladas
y estimuladas ex vivo por 18 horas, en distintas condiciones: UN (no estimulado), pMOG
(10 ng/mL pMOGs35.55) y aCD3/aCD28 (1 ug/mL de anti-CD3 y anti-CD28). Durante las
ultimas 4 horas de cultivo, las células (excepto la condicién UN) fueron incubadas con
PMA 50 ng/mL, lonomicina 500 ng/mL y Brefeldina A 5 ug/mL para promover la
produccion y acumulacion de citoquinas intracelulares. A) Analisis de citometria de flujo
representativo de la frecuencia de linfocitos Treg Th1-like (CD25hiFoxP3+ Tbet+ IFN-g+)
en el SNC de ratones tratados con PBS o IFN-y. B) Promedio de frecuencia de linfocitos
Treg Th1-like convencionales (CD25hiFoxP3+ Tbet+ IFN-g+). Barras representan
promedioxSD de 5 experimentos independientes (n IFN-y=5; n PBS=5).
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Figura 16. El tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con IFN-y no
afecta la frecuencia de linfocitos Tregs-Th17 en el sistema nervioso central.
Ratones EAE iniciando la fase crénica de la enfermedad (dia 14 post inmunizacién)
fueron tratados con IFN-y o el vehiculo (PBS) durante 5 dias. Células mononucleares
infiltrantes del SNC, células de los nddulos linfaticos cervicales y del bazo fueron aisladas
y estimuladas ex vivo por 18 horas, en distintas condiciones: UN (no estimulado), pMOG
(10 png/mL pMOG35.55) y aCD3/aCD28 (1 ug/mL de anti-CD3 y anti-CD28). Durante las
ultimas 4 horas de cultivo las células (excepto la condicién UN) fueron incubadas con
PMA 50 ng/mL, lonomicina 500 ng/mL y Brefeldina A 5 ug/mL. A) Andlisis de citometria
de flujo representativo de la frecuencia de linfocitos Tregs convencionales
(CD25hiFoxP3+RORyt+ IL-17a+).B) Promedio de frecuencia de linfocitos Tregs
convencionales (CD25hiFoxP3+RORyt+ IL-17a+). Barras representan promediotSD de
5 experimentos independientes (n IFN-y=5; n PBS=5).
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Figura 17. El tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con IFN-y induce
una disminucion en la secrecion de IL-10 en esplenocitos e IFN-y en células de
nédulos linfaticos cervicales. Ratones EAE iniciando la fase cronica de la enfermedad
(dia 14 post inmunizacion) fueron tratados con IFN-y o el vehiculo (PBS) durante 5 dias.
Células mononucleares infiltrantes del SNC, células de los nédulos linfaticos cervicales
y del bazo fueron aisladas y cultivadas ex vivo por 18 horas. Se determind en el
sobrenadante, la expresion de citoquinas GM-CSF, IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 mediante
ensayo de multiplex. Promedio de niveles de secrecion en pg/mL de las distintas
citoquinas en el A) Sistema nervioso central (CNS) B) Nodulos linfaticos cervicales
(Lymph node) y C) Bazo (Spleen) de ratones tratados con PBS (barras negras) o IFN-y
(barras azules). Barras representan promedioxSD de 3 experimentos independientes (n
por grupo en cada experimento IFN-y =4; n PBS=4). *p<0.05.

Evaluar si el efecto de IFN-y depende de moléculas reguladoras (IL-10 y TGF-B).

Dado que IL-10[94] y TGF-B[95] corresponden a dos moléculas reguladoras
involucradas tanto en la diferenciacién como en la funcién regulatoria de los linfocitos
Tregs (Tr1 y Th3), decidimos evaluar si la capacidad protectora de IFN-y en la EAE es
mediada por estas citoquinas. Para ello, ratones en fase cronica de la EAE fueron
conjuntamente tratados con IFN-y y anticuerpos neutralizantes anti-IL-10 o anti-TGF-8
durante siete dias. Los resultados indican que la administracion individual de anticuerpos
anti-IL-10 o anti-TGF-B muestran una exacerbacion de la enfermedad (Figuras 18-19).
El tratamiento combinado anti-IL-10 e IFN-y no tuvo influencia sobre los efectos
protectores de IFN-y (Figura 18). En cambio, el tratamiento combinado anti-TGF-f3 e IFN-
Y, suprimio los efectos protectores de IFN-y, sugiriendo que IFN-y depende de TGF-$

para mediar sus efectos terapéuticos en EAE.
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Figura 18. Efecto de la administracion in vivo de IFN-y y anti-IL-10 durante la fase
cronica de la EAE. El efecto de IFN-y no depende IL-10. Seis grupos de ratones
C57BL/6J fueron inmunizados con el péptido MOG (150 ug MOGss.55; 500 ug MT; 200
ng PT) para inducir EAE crénica. Se inicio el tratamiento (IP) en el peak de la fase crénica
de la EAE (dia 17 post-inmunizacion) con 1ug IFN-y diario (cuadrados azules) o PBS
(control, circulos negros), 100 ug anti-IL-10 dia por medio (triangulo marrén), 100 pg de
anti-IL-10 isotipo dia por medio (triangulo rojo), IFN-y + anti-IL-10 (igual dosis vy
administracion) (rombo verde claro) e IFN-y + anti-IL-10 isotipo (igual dosis vy
administracion) (circulo verde), durante 7 dias. Barras de error representan meantSEM.
Promedio de 2 experimentos independientes, n = 6-10 ratones/grupo. *p<0.05.
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Figura 19. Efecto de la administracion in vivo de IFN-y y anti-TGF-p durante la fase
cronica de la EAE. El efecto de IFN-y depende TGF-B. Seis grupos de ratones

C57BL/6J fueron inmunizados con el péptido MOG (150 ug MOGss.55; 500 ug MT; 200
ng PT) para inducir EAE cronica. Se inicio el tratamiento (IP) en el peak de la fase crénica
de la EAE (dia 12 post-inmunizacién) con 1ug IFN-y diario (cuadrados azules) o PBS
(control, circulos negros), 100 ug de anti-TGF-B (triangulo marrén), 100 ug de anti- TGF-
B isotipo dia por medio (triangulo rojo), IFN-y + anti-TGF-f (igual dosis y administracién)
(cuadrado verde para A) e IFN-y + anti-TGF-B isotipo (igual dosis y administracién)
(circulo verde), durante 7 dias. Las barras de error representan mean+SEM. Promedio
de 2 experimentos independientes, n = 6-10 ratones/grupo. *p<0.05, ***p<0.001 vy
****<0.0001.

Mas aun, analisis de las células infiltrantes en el SNC en los animales tratados con
anticuerpos anti-TGF-B e IFN-y mostraron que la administracién de anticuerpos anti-
TGF-p tiende a disminuir el aumento en la frecuencia de linfocitos Tregs infiltrantes en el

SNC inducido por IFN-y (Figura 20).
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Figura 20. El tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con anticuerpos
anti-TGF-B disminuye la frecuencia de linfocitos Tregs en el sistema nervioso
central. Células mononucleares infiltrantes del SNC, fueron extraidas de seis grupos de
ratones C57BL/6J, con los cuales fueron tratados en el inicio de la fase crénica con 1ug
IFN-y diario o PBS, 100 ug de anti-TGF-B, 100 ug de anti- TGF-p isotipo dia por medio,
IFN-y + anti-TGF-B (igual dosis y administracion). A) Analisis de citometria de flujo
representativo de la frecuencia de linfocitos Tregs (CD3+CD4+FoxP3+) en el SNC. B)
Promedio de frecuencia de linfocitos Tregs (CD3+CD4+FoxP3+). Barras representan
promedioxSD (n 3-4 ratones por grupo). *p<0.05.

Objetivo especifico 2: Evaluar el efecto de IFN-y in vitro sobre linfocitos T
reguladores y su capacidad supresora sobre linfocitos T efectores.
Evaluar el efecto de IFN-y ex vivo sobre la induccion de linfocitos Tregs en células

infiltrantes del SNC, nddulos linfaticos cervicales y del bazo.

Debido a que el tratamiento con IFN-y depende de linfocitos Tregs convencionales
(CD4+CD25hiFOXP3+) y de los niveles TGF-B, y que ademas induce un incremento
significativo de linfocitos Tregs en el SNC, evaluamos si esta citoquina es capaz de
inducir un incremento de esta poblacion celular ex vivo. Para esto, determinamos el
efecto de IFN-y en presencia de estimulacién antigeno-especifica (MOG) o inespecifica
(anti-CD3 y anti-CD28) en células infiltrantes del SNC, de nddulos linfaticos cervicales o
del bazo extraidas en el peak de la fase cronica de ratones EAE sin tratamiento. Los
resultados presentados en la Figura 21 muestran que IFN-y no es capaz de inducir un
incremento de linfocitos Tregs convencionales en estas condiciones (Figura 21 A y B).
Resulté interesante observar un incremento (no significativo) de linfocitos CD4+LAP+ en
células obtenidas de nddulos linfaticos cervicales cuando son estimuladas con IFN-y y
pMOG o anti-CD3/CD28 (Figura 21 D). Ademas, la frecuencia de linfocitos CD4+LAP+
presente en la suspension celular obtenida de nddulos linfaticos cervicales y bazo,
disminuyo notablemente al cultivar las células en presencia de anticuerpos neutralizantes
anti-IFN-y (Figura 21 C). Importantemente, ninguna de las condiciones de estimulacién
con IFN-y de este experimento indujo cambios significativos en la apoptosis celular
(Figura 22), aunque se aprecio una tendencia a inhibir la proliferacion de esplenocitos

estimulados con MOG de manera concentracion dependiente (Figura 23).
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Figura 21. Efecto de IFN-y ex vivo sobre la induccion de linfocitos Tregs en células
de la fase crénica de la EAE. Células mononucleares infiltrantes del sistema nervioso
central, nédulos linfaticos cervicales y bazo, fueron aisladas de ratones EAE sin
tratamiento en el dia 15 post-inmunizacion (fase crénica EAE) y cultivadas durante 16
horas en presencia de 2 ug/mL de anti-CD3 y 1 ug/mL aCD28 o 10 ug/mL pMOG. Las
células fueron estimuladas con diferentes concentraciones de IFN-y (1, 10, 25, 50 y
100ng/mL, barras azules), anticuerpo bloqueante de IFN-y (5 ug/mL, barra roja) o el
isotipo del anticuerpo (5 ug/mL, barra blanca). A) Analisis de citometria de flujo de
linfocitos Tregs convencionales. B) Graficos de la frecuencia de linfocitos Tregs
convencionales. C) Analisis de citometria de flujo de linfocitos Th3. D) Graficos de la
frecuencia de linfocitos Th3. Barras representan promedioxSD de 2 experimentos
independientes.
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Figura 22. Efecto de IFN-y ex vivo sobre la apoptosis celular en células de la fase
cronica de la EAE. Células mononucleares infiltrantes del sistema nervioso central,
nodulos linfaticos cervicales y bazo, fueron aisladas de ratones EAE sin tratamiento en
el dia 15 post-inmunizacion (fase crénica EAE) y cultivadas durante 16 horas en
presencia de A) 2 ug/mL de anti-CD3y 1 ug/mL aCD28 o B) 10 ug/mL pMOG. Las células
fueron estimuladas con diferentes concentraciones de IFN-y (1, 10, 25, 50 y 100ng/mL,
barras azules), anticuerpo bloqueante de IFN-y (5 pug/mL, barra roja) o el isotipo del
anticuerpo (5 pg/mL, barra blanca), y se determind la frecuencia de células apoptéticas
mediante tincion de Anexina-V analizadas por citometria de flujo. Barras representan
promedioxSD de 2 experimentos independientes.
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Figura 23. Efecto de IFN-y ex vivo sobre la proliferacion celular en células de la
fase crénica de la EAE. Células mononucleares infiltrantes del sistema nervioso central,
nodulos linfaticos cervicales y bazo fueron aisladas de ratones EAE sin tratamiento en el
dia 15 post-inmunizacion (fase crénica EAE) y cultivadas durante 72 horas en presencia
de A) 2 ug/mL de anti-CD3 y 1 ug/mL aCD28 o B) 10 ug/mL pMOG. Las células fueron
estimuladas con diferentes concentraciones de IFN-y (1, 10, 25, 50 y 100ng/mL, barras
azules), anticuerpo bloqueante de IFN-y (5 ug/mL, barra roja) o el isotipo del anticuerpo
(5 ng/mL, barra blanca). Después de 24 horas, las células fueron pulsadas con 1 uCi de
timidina triteada. Barras representan promedioxSD de 4 experimentos independientes.
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Evaluar el efecto de IFN-y in vitro sobre la induccién de linfocitos Tregs y evaluar su

capacidad supresora.

A continuacion, determinamos si IFN-y ejerce algun efecto directo sobre la
conversion de linfocitos T CD4+CD25- en linfocitos Tregs estimulados solo con anti-CD3
y anti-CD28, o bajo condiciones de induccion de Tregs (TGF- +IL-2) o Tr1 (IL-27). Como
ya fue mencionado anteriormente, Wang et al (JCI, 2006) [68] publicaron que es posible
convertir linfocitos Tregs a partir de linfocitos CD4+CD25- en respuesta a IFN-y (72
horas). Junto con esto, otros autores también han reportado que esto es posible en
respuesta a TGF-f [71]. Primero, a manera de control, se evaluaron los niveles de
expresion de las dos sub-unidades de los receptores de IFN-y (IFNGRa e IFNGRb) en
éstas células mediante citometria de flujo, encontrando una expresion normal de las
cadenas del receptor en éstas y otras poblaciones celulares evaluadas, tales como

linfocitos T CD4+ no naive, linfocitos CD4- y esplenocitos totales (Figura 24).
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CD4+naive @) IFNGRb 1.03%
CD4+naive | A 99.1%
CD4+non-naive 2.71%‘
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Figura 24. Expresion de IFNGRa e IFNGRb en distintas subpoblaciones de
linfocitos T CD4+. Ejemplo de la expresion de las sub-unidades del IFNGR en diferentes
sub-poblaciones de linfocitos CD4+ y no CD4. IFNGRa es expresado en todas las
poblaciones de linfocitos T CD4+ y no CD4+, mientras que la expresion de IFNGRDb es
menor. Células purificadas obtenidas de ratones sanos.
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Si bien nuestro interés esta enfocado en los efectos de IFN-y en la fase cronica de la
EAE, dado que nuestro grupo de laboratorio ha demostrado que IFN-y tiene efectos
opuestos durante el desarrollo de la EAE, comparamos el efecto de IFN-y en la induccion
de linfocitos Tregs, a partir de células CD4+CD25- purificadas (pureza > 95%, Figura 25)
de nddulos linfaticos y bazo, obtenidas en fase cronica (dia 15 post-inmunizacion) y fase
inductiva (dia 10 post-inmunizacién) de la EAE, ademas de animales no inmunizados
como control. Debido al limitado numero de células mononucleares infiltrantes en el SNC
(aproximadamente 300.000 a 500.000 células por animal), de los cuales un 3-10% del
total corresponde a linfocitos CD4+CD25-, se procedi6 a purificar linfocitos CD4+CD25-
del bazo y nddulos linfaticos cervicales. Una vez purificados, los linfocitos CD4+CD25-
fueron estimulados durante 72 horas en presencia de aCD3/CD28, con distintas
concentraciones de IFN-y, o con anticuerpos anti-IFN-y. Los analisis muestran que IFN-
y no induce linfocitos Tregs (Figura 26), ya sea a partir de linfocitos CD4+CD25- de fase
cronica (Figura 26 B), aguda (Figura 26 C) o de animales no inmunizados (Figura 26
D), e incluso inhibe significativamente la frecuencia de linfocitos Tregs a partir de
linfocitos CD4+CD25- provenientes de los nédulos linfaticos cervicales de animales en
fase cronica de la EAE (Figura 26 B).

FOXP3 CDA4+ T cells FOXP3+
1.20

1.2% of FOXP3+

“Y8,8% of FOXP3-*

: Comp-pacfic Blue-A
CD3 | comorercra

Figura 25. Purificacion de linfocitos T CD4+CD25-FoxP3-. Andlisis de citometria de
flujo de linfocitos T CD4+CD25-FoxP3- purificados desde nédulos linfaticos cervicales o
bazos de ratones con EAE con una pureza >95%.
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Figura 26. Efecto de IFN-y sobre la inducciéon de linfocitos T reguladores
convencionales (CD25'FoxP3*). A) Analisis de citometria de flujo representativo de
frecuencia de linfocitos Tregs convencionales (CD25+FoxP3+). Linfocitos CD4+CD25-
provenientes del bazo o nddulos linfaticos cervicales de ratones EAE, B) fase crénica
(FC), C) fase inductiva (FI) y D) no inmunizados (NI, naive sin EAE), fueron cultivados
durante 3 dias con 2 pug/mL anti-CD3 y 1 ug/mL anti-CD28 en presencia de distintas
concentraciones de IFN-y (1, 10, 25, 50, 100 ng/mL) o 5 ug/mL de anti-IFN-y o anti-IFN-
y isotipo. Se realizé un control positivo de induccién de linfocitos Tregs estimuladas con
2 ng/mL de TGF-B y 10 ng/mL de IL-2 (barra verde). Barras representan promedio+SD
de 4 experimentos independientes. *p<0.05.

Debido a que estos resultados son contrarios a los publicados por Wang et al (JCI, 2006)
[68], adicionalmente, analizamos si IFN-y en estas condiciones de estimulacién, es capaz
de modular la expresion de otros marcadores reguladores caracteristicos de linfocitos
Th3 (CD4+LAP+) (Figura 27) o Tr1 (CD4+CD49b+LAG-3+ [96] y produccion de IL-10)
(Figura 28) en fase crénica, fase inductiva y animales no inmunizados. Nuestros
resultados indican que IFN-y no induce un fenotipo Th3, ni Tr1. A pesar de esto, nos
preguntamos si posiblemente IFN-y podria inducir un aumento en la funcionalidad de
estas células, tal vez mediante la modulacion de alguna molécula regulatoria que no
incluimos en nuestro analisis. Para esto, evaluamos la capacidad de estas células
(CD4+CD25-) tratadas con IFN-y para inhibir la proliferacién de linfocitos T CD4+CD25-
provenientes de animales CD45.1, encontrando que esta citoquina no induce cambios

en la posible funcién reguladora de estas células (Figura 29).
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Figura 27. Efecto de IFN-y sobre la inducciéon de linfocitos Th3. Linfocitos
CD4+CD25- provenientes del bazo o nédulos linfaticos cervicales de ratones EAE en A)
fase cronica (FC), B) fase inductiva (FI) y C) no inmunizados (NI, naive sin EAE), fueron
cultivados durante 3 dias con 2 ug/mL anti-CD3 y 1 ug/mL anti-CD28 en presencia de
distintas concentraciones de IFN-y (1, 10, 25, 50, 100 ng/mL) o 5 ug/mL de anti-IFN-y o
anti-IFN-y isotipo. Se analizo la frecuencia de linfcoitos CD4+LAP+ mediante citometria
de flujo. Barras representan promedio£SEM de 4 experimentos independientes.
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Figura 28. Efecto de IFN-y sobre la induccién de linfocitos Tr1. Linfocitos
CD4+CD25- provenientes del bazo o nédulos linfaticos cervicales de ratones EAE en A)
fase cronica (FC), B) fase inductiva (FI) y C) no inmunizados (NI, naive sin EAE), fueron
cultivados durante 3 dias con 2 ug/mL anti-CD3 y 1 ug/mL anti-CD28 en presencia de
distintas concentraciones de IFN-y (1, 10, 25, 50, 100 ng/mL) o 5 ug/mL de anti-IFN-y o
anti-IFN-y isotipo. Se analizo la frecuencia de linfcoitos CD4+CD49b+LAG-3+ mediante
citometria de flujo y la secrecion de IL-10 mediante ensayo de multiplex. Barras
representan promediotSEM de 4 experimentos independientes.
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Figura 29. Efecto de IFN-y sobre la funcionalidad reguladora de linfocitos T
CD4+CD25-. Linfocitos CD4+CD25- (CD45.2) purificados de los nédulos linfaticos de
ratones con EAE en el dia 10 post-inmunizacion (Fase inductiva) fueron cultivados
durante 72 horas con 2 ug/mL anti-CD3 y 1 ug/mL anti-CD28 en presencia de 25 ng/mL
de IFN-y. Luego, 5x10* de estas células fueron co-cultivadas por 72 horas con 2 ug/mL
anti-CD3 y 1 ug/mL anti-CD28, con linfocitos T efectores (CD4+CD25-, provenientes de
ratdn CD45.1) previamente tefiidos con 5 uM de Violet-proliferation Dye, en diferentes
proporciones T effector/Treg (2/1, 4/1, 8/1, 16/1 y 32/1). Finalmente, las células fueron
marcadas con anticuerpos anti-CD45.1 y anti-CD45.2 y la proliferacion monitoreada por
citometria de flujo (sobre células vivas). A) Proliferacion de linfocitos T efectores co-
incubados con linfocitos T CD4+CD25- provenientes de nédulos linfaticos. B) Ejemplo de
analisis de citometria de flujo del ensayo de proliferacién. Barras representan
promedioxSEM de 3 experimentos independientes.

Por ultimo, evaluamos el efecto que posee IFN-y sobre linfocitos CD4+CD25-
provenientes de bazo o nédulos linfaticos cervicales de animales en fase crénica de la
EAE en condiciones de diferenciacion de linfocitos Tregs convencionales (TGF-p+ IL-2)
(Figura 30) y Tr1 (IL-27) (Figura 31). Los analisis mostraron que en condiciones
inductoras de linfocitos Tregs (iTregs), IFN-y indujo una significativa inhibicién en la
conversion de linfocitos CD4+CD25- a linfocitos Tregs, lo que es consistente con el hecho
de que la neutralizacion de IFN-y en los cultivos controles (ausencia de IFN-y exdgeno)
indujo un aumento significativo en la frecuencia de linfocitos iTregs (Figura 30 B). Por
otro lado, en condicciones de diferenciacion de linfocitos Tr1 (con IL-27), IFN-y no posee

efecto alguno sobre la diferenciacion de estas células (Figura 31 B).
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En conjunto, estos resultados indican que IFN-y no es capaz de inducir la conversion de
linfocitos T CD4+CD25- a linfocitos Tregs, Th3, ni Tr1, independiente de la fase de la
enfermedad de la cual provengan. Por el contrario, IFN-y inhibe la induccién de linfocitos
Tregs, incluso en condiciones de diferenciacion de linfocitos Tregs. Mas aun, la
neutralizacion de IFN-y induce un aumento significativo en la conversién de linfocitos T
CD4+CD25- a linfocitos Tregs en condiciones de induccién de Tregs, por lo que podemos
concluir que IFN-y no induce de manera directa un incremento en la frecuencia de

linfocitos Tregs in vitro.
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Figura 30. Efecto de IFN-y sobre la induccion de linfocitos T reguladores inducibles
Linfocitos CD4+CD25- proveniente del bazo o ndédulos linfaticos cervicales de ratones
con EAE en fase cronica, fueron cultivados durante 72 horas con 2 ug/mL anti-CD3 y 1
ug/mL anti-CD28, en presencia de 2 ng/mL de TGF- y 10 ng/mL de IL-2 (para inducir
iTreg) y de 25 ng/mL de IFN-y o 5 ug/mL de anti-IFN-y (alFN ) o 5 ug de anti-IFN-y
isotipo (alFN iso). A) Citometria de flujo de linfocitos Tregs. B) Frecuencia de linfocitos
Tregs inducidos. Barras representan promedioxSEM de 3 experimentos. *p<0.05.
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FIGURA 31. Efecto de IFN-y sobre la inducciéon de linfocitos Tr1. Linfocitos
CD4+CD25- proveniente del bazo o nddulos linfaticos cervicales de ratones con EAE en
fase crénica, fueron cultivados durante 72 horas con 2 ug/mL anti-CD3 y 1 ug/mL anti-
CD28, en presencia de 50 ng/mL de IL-27 y de 25 ng/mL de IFN-y o 5 ug/mL de anti-
IFN-y (alFN) o 5 ug/mL de anti-IFN-y isotipo (alFN iso). A) Andlisis de citometria de flujo
de la frecuencia de linfocitos Tr1 (CD4+CD49b+LAG-3+). B) Analisis de frecuencia de
linfocitos Tr1. Barras representan promediotSEM de 3 experimentos independientes.

Evaluar el efecto de IFN-y in vitro sobre la funcionalidad de linfocitos Tregs

convencionales provenientes de animales con EAE.

Finalmente, evaluamos si IFN-y tendria algun efecto ex vivo sobre linfocitos Tregs
purificados directamente desde el bazo y nddulos linfaticos cervicales de animales con
EAE. Para esto, la fraccion de células CD4+CD25+ expresando en mas de un 80%
FOXP3+ (Figura 32) fueron estimuladas con aCD3/CD28 e IL-2 en presencia o ausencia

de IFN-y durante 72 horas, para evaluar diversos marcadores de regulacion superficiales
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y solubles. (Figura 33). Los resultados mostraron que IFN-y no induce cambios en la

frecuencia de linfocitos Tregs provenientes del bazo (Figura 33) o de los nddulos

linfaticos (Figura 34) ni en la expresion (LAP, LAG-3, CTLA-4 y Helios) ni en la secrecién

de estas moléculas reguladoras (IL-10, Granzima B y sFaslL). Mediante ensayo de

funcionalidad de linfocitos Tregs, IFN-y tampoco indujo un cambio en la funcionalidad de

estas células purificadas como linfocitos Tregs convencionales (Figura 35).
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Figura 32. Purificacion de linfocitos T CD4+CD25+. Linfocitos CD4+CD25+
proveniente del bazo o ndédulos linfaticos de ratones con EAE en el dia 10 post-
inmunizacién (Fase inductiva), poseen una frecuencia mayor al 80% de FOXP3+.

(-]
o
1

A

(=2}
(=]
1

%Frequency
N B
T g

o
T

Foxp3

3000+
12000~

[
©.1000

CTLA-4
25
3 20~
c
g 15+
o 1
9 1w
L
X H
0-
IL-10
10000
8000
|
6000
5
Daooo-

2000

0=

%Frequency

(-]
(=]
1

=2}
(=]
1

n
o
1

0=

Granzyme B

0-

HELIOS

pg/mL

20+

LAG-3+

LAP+

N
=
]

Il 0 ng/mL IFN-g
B 25 ng/mL IFN-g

g

%Frequency
¢ 3

0-

Il 0 ng/mL IFN-g
B 25 ng/mL IFN-g

68



Figura 33. Efecto de IFN-y sobre la expresion de FOXP3, Helios y otras moléculas
inmuno-moduladoras en linfocitos T CD4+CD25+ provenientes del bazo. Linfocitos
CD4+CD25+ (Pureza >80%) proveniente del bazo de ratones con EAE en el dia 10 post-
inmunizacion (fase inductiva), fueron cultivados durante 72 horas con 2 ug/mL anti-CD3
y 1 ug/mL anti-CD28 y 10 ng/mL de IL-2, en ausencia o presencia de 25 ng/mL de IFN-
y. A) Frecuencia de linfocitos T CD4+CD25+ expresando FoxP3, Helios, LAP, LAG-3 o
CTLA-4. B) Concentraciones de FAS ligando soluble (FASL), Granzyme B, IL-10 en los
respectivos cultivos celulares determinados mediante ensayos de multiplex. Barras
representan promediotSD de 3 experimentos independientes.
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Figura 34. Efecto de IFN-y sobre la expresion de FOXP3, Helios y otras moléculas
inmuno-moduladoras en linfocitos T CD4+CD25+ provenientes de los nodulos
linfaticos. Linfocitos CD4+CD25+ (Pureza >80%) proveniente de los nddulos linfaticos
cervicales de ratones con EAE en el dia 10 post-inmunizacion (fase inductiva), fueron
cultivados durante 72 horas con 2 ug/mL anti-CD3 y 1 ug/mL anti-CD28 y 10 ng/mL de
IL-2, en ausencia o presencia de 25 ng/mL de IFN-y. A) Frecuencia de linfocitos T
CD4+CD25+ expresando FoxP3, Helios, LAP, LAG-3 o CTLA-4. B) Concentraciones de
FAS ligando soluble (FASL), Granzyme B, IL-10 en los respectivos cultivos celulares
determinados mediante ensayos de multiplex. Barras representan promedioxSD de 3
experimentos independientes.
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Figura 35. Efecto de IFN-y sobre la funcionalidad reguladora de linfocitos T
CD4+CD25+ provenientes de la EAE. Linfocitos CD4+CD25- (CD45.2) purificados de
los A) bazo (SP) y B) nddulos linfaticos cervicales (LN) de ratones con EAE en el dia 10
post-inmunizacién (Fase inductiva), fueron cultivados durante 72 horas con 2 ug/mL
anti-CD3 y 1 ug/mL anti-CD28 en presencia de 25 ng/mL de IFN-y y 10 ng/mL de IL-2.
Luego, 5x10* de estas células fueron co-cultivadas por 72 horas con 2 pug/mL anti-CD3 y
1 ug/mL anti-CD28, con linfocitos T efectores (CD4+CD25-, provenientes de ratdn
CD45.1) previamente tefiidos con 5 uM de Violet-proliferation Dye, en diferentes
proporciones T effector/Treg (2/1, 4/1, 8/1, 16/1 y 32/1). Finalmente, las células fueron
marcadas con anticuerpos anti-CD45.1 y anti-CD45.2 y la proliferaciéon monitoreada por
citometria de flujo (sobre células vivas). Se muestra un ejemplo de andlisis de citometria
de flujo del ensayo de proliferacion. Barras representan promedioxSD de 3 experimentos
independientes.
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Objetivo especifico 3: Identificar el mecanismo por el cual IFN-y favorece la

induccion de linfocitos T reguladores supresores de la EAE.

Hasta ahora, nuestros resultados indican que el tratamiento con IFN-y en la fase
cronica de la EAE, induce un aumento de linfocitos Tregs en el SNC, y que estos son
necesarios para reducir los sintomas de la enfermedad. Ademas, hemos determinado
que el tratamiento también depende de los niveles de TGF-f. También encontramos que,
al evaluar el efecto directo de IFN-y sobre la induccidn de linfocitos Tregs a partir de
linfocitos CD4+CD25-, provenientes de la fase cronica o inductiva de la EAE, o incluso
de animales no-inmunizados, IFN-y no posee efecto alguno en la induccién de linfocitos
Tregs. Es mas, IFN-y exdgeno inhibié la induccion de linfocitos iTregs (TGF-B + IL-2),
mientras que al bloquear con anticuerpos anti-IFN-y, la frecuencia de linfocitos Tregs
aumenta de manera significativa. Por lo tanto, los resultados obtenidos apuntan a que
IFN-y no posee un efecto directo sobre la induccion de linfocitos Treg supresores de la
EAE.

Identificar el efecto in vivo de IFN-y sobre la inducciéon de moléculas reguladoras en

linfocitos T y células presentadoras de antigeno (APC).

En base a lo anterior, nos preguntamos qué tipo celular podria ser blanco de IFN-y y
aumentar su produccion de TGF-B, necesario para la induccién de linfocitos Tregs en el
SNC. Para responder esta pregunta, se realizé un nuevo analisis multi-paramétrico de
citometria de flujo para células presentadoras de antigeno (CD45, CD11b, CD11c) o
microglia (CD45+CD11b+CD39+ [97]) expresando LAP (TGF-B) y otros marcadores de
regulacion inducidos por IFN-y, como PD-L1 y moléculas MHC de clase Il (Figura 36).
Ademas, evaluamos nuevamente poblaciones de linfocitos Tregs, enfocados en células,
expresando LAP (TGF-B) (Figura 37). Para ello, células infiltrantes del SNC, nédulos
linfaticos cervicales y bazo fueron extraidas de animales con EAE después de 5 dias de
tratamiento con IFN-y, durante la fase crénica de la EAE y analizadas por citometria de

flujo.
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Figura 36. El tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con IFN-y induce
un aumento en la frecuencia de LAP+ y PD-L1+ en diferentes subtipos de células
CD11b+. Ratones EAE iniciando la fase cronica de la enfermedad (dia 14 post
inmunizacién) fueron tratados con IFN-y o el vehiculo (PBS) durante 5 dias. Células
mononucleares infiltrantes del SNC, nédulos linfaticos cervicales y del bazo fueron
aisladas y cultivadas ex vivo por 24 horas, sin ningun estimulo. Promedio de las
frecuencia diferentes subpoblaciones de células CD11b+ (CD11b+, CD11b+CD11c+,
CD45+CD11b+CD39+) en el A) Sistema nervioso central, B) Nodulos linfaticos y C) Bazo
(SP) de ratones tratados con PBS (barras negras) o IFN-y (barras azules). Barras
representan promediotSD de 3 experimentos independientes (n por grupo en cada
experimento IFN-y =4; n PBS=4). *p<0.05.
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Figura 37. El tratamiento de animales en la fase crénica de la EAE con IFN-y induce
un aumento en la frecuencia de linfocitos Tregs convencionales y CD8+LAP+ en el
sistema nervioso central. Ratones EAE iniciando la fase crénica de la enfermedad (dia
14 post inmunizacion) fueron tratados con IFN-y o el vehiculo (PBS) durante 5 dias.
Células mononucleares infiltrantes del SNC, nodulos linfaticos cervicales y del bazo
fueron aisladas y cultivadas ex vivo por 24 horas, sin ningun estimulo. Promedio de las
frecuencias diferentes subpoblaciones de Linfocitos Tregs expresando LAP (TGF-B) A)
Sistema nervioso central B) Nodulos linfaticos y C) Bazo (SP) de ratones tratados con
PBS (barras negras) o IFN-y (barras azules). Barras representan promedio+SD de 3
experimentos independientes (n por grupo en cada experimento IFN-y =4; n PBS=4).
*p<0.05.

Nuestros resultados muestran que el tratamiento in vivo con IFN-y induce un aumento
significativo en la frecuencia de subgrupos de células CD11b+ expresando PD-L1,
principalmente microglia (CD11b+CD45+CD39+), células CD11b+CD11c+ de nddulos
linfaticos y bazo, y células CD11b+ (CD11b+CD11c-) de bazo. Ademas, IFN-y también
induce una significativa mayor frecuencia de LAP (TGF-B) en células CD11b+
(CD11b+CD11c-) y de células CD11b+CD11c+ de nédulos linfaticos y bazo (Figura 36).
Por otro lado, al analizar los subtipos de linfocitos Tregs, los resultados confirman las
observaciones anteriores, con una mayor frecuencia significativa de linfocitos Tregs

convencionales en el SNC de animales tratados con IFN-y, comparados con los controles
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tratados con PBS, no asi, en nddulos linfaticos ni bazo. De manera interesante, IFN-y
induce un aumento significativo, tanto en el SNC como en los nédulos linfaticos, de la
frecuencia de linfocitos CD8+LAP+, y también una mayor frecuencia de linfocitos
CD8+FOXP3+, aunque esto ultimo solo fue significativo en células de los nddulos

linfaticos (Figura 37).

En conclusion, los analisis de citometria de flujo revelan que el tratamiento in vivo con
IFN-y induce un aumento significativo en la expresion de FOXP3 y LAP en linfocitos
CD8+ y de LAP y PD-L1 en células CD11b+ y en CD11b+CD11c+, que pueden actuar
como presentadoras de antigeno y potenciales activadoras de linfocitos Tregs en la

periferia y en el SNC (microglia).

Con el fin de demostrar la importancia de la via PD-1/PD-Ls durante el tratamiento con
IFN-y en la fase cronica de la EAE, se determind el impacto del bloqueo de dicha via
sobre los efectos protectores de IFN-y (Figura 38). Los resultados muestran que el
tratamiento individual con anticuerpos bloqueantes anti-PD-1 exacerba los sintomas de
la EAE. Ademas, en comparacion a los ratones tratados con el control de isotipo, la
administracién de anticuerpos bloqueantes de PD-1, previo al inicio de tratamiento con
IFN-y, suprimio los efectos benéficos de IFN-y. Estos resultados demuestran que los

efectos terapéuticos de IFN-y también dependen de la interaccion PD-1/ PD-LA1.

75



3.5
2.5

()

S

)

& 1.5
0.5

EAE progression

aPD-1/Isotype

e
-

"3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

Days post-immunization

- PBS

-+ |FN-gamma (1ug)/ day
-+ aPD-1 (100ug)/eod
-+ aPD-1 Iso (100ug)/eod

-+ IFN-gamma + aPD-1

-=- IFN-gamma + aPD-1 Iso

Figura 38. Efecto de la administracion in vivo de IFN-y y anticuerpos anti-PD-1

durante la fase cronica de la EAE. Seis

grupos de ratones C57BL/6J fueron

inmunizados con el péptido MOG (150 ug MOGss.55; 500 ug MT; 200 ng PT) para inducir
EAE crénica y se inicié tratamiento (iP) en el peak de la fase cronica de la EAE (dia 17),
se inici6é tratamiento con 1 ug diario (durante 5 dias) de IFN-y (circulos azules para el
grupo C57BL/6J) y PBS (cuadrado negros para el grupo C57BL/6J), 500 ug de anti-PD-
1 dos dia pre-tratamiento con IFN-y, y una segunda dosis dos dias después de la primera
al inicio del tratamiento con IFN-y (triangulo marrén), 500 pg de anti-PD.1 isotipo en las
misma dosis mencionada anteriormente (triangulo rojo), IFN-y + anti-PD-1 (igual dosis y
administracion) (rombo verde) e IFN-y + anti-PD-1 isotipo (igual dosis y administracion)
(circulo gris), durante 5 dias. Barras de error representan meantSEM. Promedio de 1
experimento independiente, n = 6-10 ratones/grupo. *p<0.05.

76



Evaluar el efecto ex vivo e in vitro de IFN-y sobre la induccion de TGF-B y PD-L1 en
células CD11b+.

Con el interés de determinar si es posible inducir ex vivo la expresion de estas
moléculas reguladoras (TGF-p y PDL-1) en células CD11b+ periféricas, esplenocitos
fueron aislados de ratones con EAE en fase crénica y estimuladas ex vivo en presencia
del péptido MOG durante 72 horas, en presencia de concentraciones crecientes de IFN-
Y, de un anticuerpo neutralizante anti-IFN-y o de su control de isotipo (Figura 39). Los
analisis de citometria de flujo revelaron que el tratamiento ex vivo con IFN-y indujo un
aumento significativo en la frecuencia de células CD11b+ y en la frecuencia de células
CD11b+ y CD11b+CD11c+ expresando LAP (TGF-B) (Figura 39 A y B), mientras que al
bloquear el IFN-y liberado en forma endégena con anticuerpos, los niveles de induccién
de LAP (TGF-B) fueron similares al control sin estimulacién. Ademas, IFN-y indujo un
aumento significativo en la frecuencia de PD-L1 en células CD11b+ (Figura 39 A),
mientras que en células CD11b+CD11c+, este aumento no fue significativo. Sin
embargo, al bloquear con anticuerpos anti-IFN-y, la expresion de PD-L1 en células
CD11b+CD11c+, fue significativamente menor en comparaciéon con todos los grupos
analizados (Figura 39 B). Finalmente, no se detecté cambios en la secrecion de TGF-f,
ni otras citoquinas inflamatorias o reguladoras en el sobrenadante de estos cultivos

celulares (Figura 40).
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Figura 39. Efecto ex vivo de IFN-y sobre células del bazo de ratones en fase crénica
de la EAE en la frecuencia de LAP (TGF-) y PD-L1 en células CD11b+ y
CD11b+CD11c+. Células provenientes del bazo de ratones con EAE en fase cronica
fueron aisladas y cultivadas durante 72 horas en presencia de 10 ug/mL pMOG. A)
Frecuencia promedio de células CD11b+, CD11b+LAP+y CD11b+PD-L1+ B) Frecuencia
promedio de células CD11b+CD11c+, CD11b+CD11c+LAP+ y CD11b+CD11c+PD-L1
en respuesta a IFN-y, un anticuerpo neutralizante anti-IFN-y (a-IFN-y) o un control de
isotipo (ig anti-IFN-y iso). Barras representan promedioxSD (n por grupo en cada
experimento = 4). *p<0.05.
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Figura 40. Efecto ex vivo IFN-y sobre células del bazo de ratones en fase crénica
de la EAE en la secrecion de citoquinas reguladoras e inflamatorias. Células
provenientes del bazo de ratones con EAE en fase crénica fueron aisladas y cultivadas
durante 72 horas en presencia de 10 ug/mL pMOG. Se analizaron los sobrenadantes de
estas células mediante ensayo de multiplex para determinar citoquinas TGF-$, IL-10, IL-
17, GM-CSF e IL-4, en respuesta a IFN-y, un anticuerpo neutralizante anti-IFN-y (a-IFN-
y) 0 un control de isotipo (ig anti-IFN-y iso). Barras representan promedioxSD (n por
grupo en cada experimento = 4).

Luego, determinamos la capacidad de IFN-y para inducir in vitro un aumento en la
expresion de LAP (TGF-B) y PD-L1 en células CD11b+. Para ello, células CD11b+ fueron
aisladas (pureza >90%) del bazo de animales en fase cronica de la EAE (Figura 41).
Primero, se verificd la expresion de las sub-unidades del receptor de IFN-y (IFNGRa e
IFNGRDb) en estas células (Figura 41 B) y luego se incubaron en presencia del péptido
MOG vy diferentes concentraciones de IFN-y, del anticuerpo bloqueante de IFN-y, o de
su control de isotipo durante 24 (Figura 42) o 72 (Figura 43) horas. Ademas, incluimos

a modo de control, células CD11b+ de animales sin EAE (naive) (Figura 44). Los analisis
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muestran que IFN-y induce un aumento significativo en la frecuencia de LAP (TGF-B) y
PD-L1 en células CD11b+ provenientes de la fase cronica de la EAE a las 72 horas, y
solo significativo de PD-L1 a las 24 horas de estimulacion con IFN-y. De manera
interesante, IFN-y no induce un aumento significativo de PD-L1, ni de LAP (TGF-B) en
células CD11b+ provenientes de animales naive, e incluso disminuye significativamente
la frecuencia de células CD11b+, expresando PD-L2 (Figura 44). El analisis de
moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 y también de moléculas MHC-II, no
mostré cambios significativos en respuesta a IFN-y, en ninguno de las condiciones
evaluadas (EAE 24 y 72 horas, naive 72 horas). Finalmente, aunque no se detectd
diferencias significativas en la secrecion de TGF- en los sobrenadantes de los cultivos
celulares, se observé una tendencia al incremento de secrecion de TGF- en respuesta
a IFN-y y una leve disminucién al bloquear esta citoquina (Figura 42 C), mientras que en

el control sin estimulo los niveles de TGF- fueron indetectables.
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Figura 41. Purificacion de células CD11b+ y expresion de sub-unidades del
receptor de IFN-y-. A) Analisis de citometria de flujo de la purificacion de células
CD11b+ purificados del bazo de ratones con EAE o naive, con una pureza >90%. B)
Ejemplo de la expresidn de las sub-unidades del IFNGR en esplenocitos totales y células
CD11b+ purificadas.
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Figura 42. Efecto a 24 horas de IFN-y sobre la inducciéon de LAP (TGF-B) y PD-L1
en células purificadas CD11b+ proveniente del bazo de ratones en fase cronica de
la EAE. Células CD11b+ purificadas, fueron cultivadas durante 24 horas en presencia
de 10 ug/mL pMOG y diferentes concentraciones de IFN-y (0.1, 10, 25 ng/mL) 0 5 ng/mL
de anti-IFN-y o anti-IFN-y isotipo. A) Analisis de citometria de flujo. Histogramas
representativos de la expresion de PD-L1, LAP, CD86, CD80, MHC-II. B) efecto de IFN-
y sobre la induccién PD-L1, LAP, CD86, CD80, MHC-Il. C) Niveles TGF-$ en el
sobrenadante (pg/mL). Barras representan promedioxtSD de 4 experimentos
independientes. *p<0.05.
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Figura 43. Efecto a 72 horas de IFN-y sobre la inducciéon de LAP (TGF-B) y PD-L1
en células purificadas CD11b+ proveniente del bazo de ratones en fase cronica de
la EAE. Células CD11b+ purificadas, fueron cultivadas durante 72 horas en presencia
de 10 ug/mL pMOG y diferentes concentraciones de IFN-y (0.1, 10, 25 ng/mL) 0 5 ng/mL
de anti-IFN-y o anti-IFN-y isotipo. A) Analisis de citometria de flujo. Histogramas
representativos de la expresién de PD-L1, LAP, PD-L2, CD86, CD80, MHC-II. B) Efecto
de IFN-y sobre la induccion PD-L1, LAP, PD-L2, CD86, CD80, MHC-Il. Barras
representan promediotSD de 4 experimentos independientes. *p<0.05.
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Figura 44. Efecto a 72 horas de IFN-y sobre la inducciéon de LAP (TGF-B) y PD-L1
en células purificadas CD11b+ proveniente del bazo de ratones naive (sin EAE).
Células CD11b+ purificadas, fueron cultivadas durante 72 horas en presencia de 10
ug/mL pMOG vy diferentes concentraciones de IFN-y (0.1, 10, 25 ng/mL) o 5 ug/mL de
anti-IFN-y o anti-IFN-y isotipo. A) Analisis de citometria de flujo. Histogramas
representativos de la expresion de PD-L1, LAP, PD-L2, CD86, MHC-II. B) efecto de IFN-
y sobre la induccion PD-L1, LAP, PD-L2, CD86, MHC-Il. Barras representan
promedioxSD de 4 experimentos independientes. *p<0.05.
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Evaluar la capacidad de células CD11b+ estimuladas con IFN-y sobre la induccion de

linfocitos Tregs.

Por ultimo, evaluamos la capacidad de las células CD11b+ provenientes de
animales tratados in vivo con IFN-y o PBS para inducir linfocitos Tregs, a partir de
linfocitos CD4+ naive de animales sanos (Figura 45). Para esto, células CD11b+
aisladas del bazo de ratones tratados in vivo con IFN-y o PBS, fueron co-cultivadas en
razén de 1:1 con linfocitos T CD4+ naive obtenidos del bazo de ratones sanos, en
presencia de 2 ug/mL de anti-CD3. Después de 4 dias de incubacion, se encontré una
frecuencia significativamente mayor de células expresando LAP (TGF-B) en células
CD11b+ provenientes de ratones con EAE tratados in vivo con IFN-y comparado con
aquellas células CD11b+ de ratones tratados con PBS (Figura 45 A). Ademas, los
analisis muestran un aumento no significativo en la induccién de linfocitos Tregs por
células CD11b+ provenientes de animales con EAE tratados con IFN-y en comparacion
a la induccién por células CD11b+ de ratones tratados con PBS (Figrua 45 B). De
manera interesante, este aumento de induccion se pierde al agregar en el co-cultivo,
anticuerpos anti-TGF-f, lo cual indica que la capacidad de induccion de linfocitos Tregs
por células CD11b+ tratadas con IFN-y, depende de los niveles secretados de TGF-
(Figura 45 B). No se detecto diferencia en la secrecion de citoquinas reguladoras como
inflamatorias analizadas en el sobrenadante de estos cultivos celulares. Sin embargo, en
la condicién con anticuerpos anti-TGF-3 se observo que existe una mayor secrecion de
IL-17, lo que sugiere que la induccién de TGF-B (LAP) por IFN-y seria necesaria para

favorecer la generacion de linfocitos Tregs versus linfocitos Th17 (Figura 45 C).
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Figura 45. Inducciéon de linfocitos Tregs por células CD11b+ provenientes de
animales con EAE tratados con IFN-y. Células CD11b+ purificadas del bazo de
animales con EAE tratados durante 5 dias con 1 ug de IFN-y o PBS, fueron cultivadas
durante 4 dias en una razon 1:1 con linfocitos T CD4+naive de animales sanos, en
presencia de 2 ug/mL de anti-CD3. A) Frecuencia de células CD11b+ expresando LAP+
(TGF-B) después de 4 dias de cultivo. B) Frecuencia de induccion de linfocitos Tregs a
partir de linfocitos T CD4+naive de animales sanos, sin o con 5 ug/mL de anticuerpos
bloqueantes de TGF-B. C) Niveles de citoquinas secretadas (GM-CSF, IFN-y, IL-4, IL-10,
IL-17, TGF-B) en los cultivos de células CD11b+ con linfocitos T CD4+navie, sin o con 5
ug/mL de anticuerpos bloqueantes de TGF-B. Barras representan promediotSD de 3
experimentos independientes. *p<0.05.

Con la intencion de evaluar la induccion de linfocitos Tregs por células CD11b+ en
funcién de una respuesta antigeno-especifica, evaluamos la induccion de linfocitos Tregs
por parte de células CD11b+ a partir de linfocitos CD4+ naive de animales 2D2 (animales
con linfocitos T expresando un TCR especifico para MOG) en presencia de 10 ug/mL del
péptido MOG (Figura 46 A). Similar a lo observado en la Figura 45, las células CD11b+
provenientes de ratones con EAE tratados in vivo con IFN-y indujeron un aumento no
significativo de la frecuencia de linfocitos Tregs versus las células CD11b+ provenientes
de ratones con EAE tratados con PBS. Ademas, la adicidon de anticuerpos bloqueantes
de PD-L1 y TGF-B disminuyd la induccion de linfocitos Tregs observada con células
CD11b+ provenientes de animales tratados con IFN-y comparado con los cultivos
controles con células CD11b+ provenientes de ratones con EAE tratados con PBS,

aunque esta diferencia no alcanzé significancia estadistica (Figura 46 B)
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Figura 46. Induccion de linfocitos Tregs a partir de linfocitos T CD4+ naive (“2D2
TCR?”) por células CD11b+ provenientes de animales con EAE tratados con IFN-y.
Células CD11b+ purificadas de animales con EAE tratados durante 5 dias con 1 ug de
IFN-y o PBS, fueron cultivas durante 4 dias en una razoén 1:1 con linfocitos T CD4+naive
de animales “2D2 TCR” en presencia de 10 ug/mL del péptido MOG. A) Frecuencia de
induccion de linfocitos Tregs a partir de linfocitos T CD4+naive “2D2 TCR”. B) .
Frecuencia de induccién de linfocitos Tregs a partir de linfocitos T CD4+naive “2D2 TCR”,
en presencia de 5 ug/mL de anticuerpos bloqueantes de PD-L1, PD-L2, TGF-B y sus
respectivos controles de isotipo. Barras representan promedioxSD de 3 experimentos
independientes.

Luego, para evaluar si células CD11b+ estimuladas ex vivo con IFN-y son capaces de
inducir linfocitos Tregs, células CD11b+ purificadas de ratones en fase cronica de la EAE
(sin tratamiento) fueron estimuladas con diferentes concentraciones de IFN-y en
presencia de 10 ug/mL del péptido MOG durante 24 horas. Posteriormente, las células
CD11b+ fueron lavadas exhaustivamente para eliminar el IFN-y agregado
exdégenamente, y se cultivaron durante 4 dias en conjunto con linfocitos T CD4+ naive
provenientes de ratones sanos o0 2D2, y estimulados con 2 ug/mL de anti-CD3 0 10 ug/mL
del péptido MOG, respectivamente. Los resultados mostraron un aumento en la
frecuencia de linfocitos Tregs, a partir de linfocitos T CD4+ de ratones naive (Figura 47
A) y 2D2 (Figura 47 B) inducido por células CD11b+ pre-acondicionadas con IFN-y. El
efecto inductor de IFN-y fue observado a bajas concentraciones de esta citoquina

mientras que concentraciones elevadas de IFN-y inhibieron dicha induccion.
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Figura 47. La estimulacién de células CD11b+ ex vivo con IFN-y, es suficiente para
inducir un aumento de linfocitos Tregs provenientes de animales con EAE tratados
con IFN-y. Células CD11b+ purificadas de animales en fase crénica de la EAE, fueron
cultivadas durante 1 dia con diferentes concentraciones de IFN-y (1, 10, 25, 50 y 100
ng/mL) en presencia de 10 ug/mL del péptido MOG. Luego, las células fueron lavadas, y
co-cultivadas con linfocitos T CD4+ naive provenientes de A) animales sanos (naive) o
B) “2D2 TCR”, con 2 ug/mL anti-CD3 o 10 ug/mL del péptido MOG. Se determiné la
frecuencia de linfocitos Tregs mediante citometria de flujo. Barras representan
promedioxSD de 3 experimentos independientes.

En resumen, el conjunto de éstos ultimos resultados indican que los efectos terapéuticos
de IFN-y en EAE dependen de la via PD-1/PD-Ls y que IFN-y es capaz de inducir
principalmente un aumento de la frecuencia de células CD11b+ expresando LAP (TGF-
B) y PD-L1. Ademas, el tratamiento con IFN-y de células CD11b+ tanto in vivo como ex
vivo, es suficiente para inducir linfocitos Tregs a partir de linfocitos T CD4+ naive, en
respuesta a estimulacion inespecifica (anti-CD3) o antigeno-especifico, y dicha induccién

depende de la expresién de TGF-p y PD-L1.
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VI. DISCUSION

Historicamente, IFN-y ha sido descrito como una citoquina pro-inflamatoria, no
obstante, durante los ultimos afos multiples reportes han mostrado que, dependiendo
tanto del estado inflamatorio en el que se encuentre y de su concentracién, esta citoquina
también posee efectos protectores/reguladores [63]. Esta funcion dual de IFN-y, ha sido
ampliamente descrita en la EM y EAE, donde la evidencia hasta ahora indica que IFN-y
ejerceria una actividad patogénica en humanos, pero protector en el modelo animal [56],
[57]. Mas aun, el efecto terapéutico de IFN-y sobre la EAE, se encuentra especificamente
limitada a la fase efectora de la EAE, mientras que durante la fase inductiva de la
enfermedad, IFN-y tiene un efecto patogénico [67]. Particularmente, dentro de esta
capacidad reguladora del IFN-y, no esta claramente definido su efecto sobre la
induccion/expansién de linfocitos Tregs. De este modo, asi como existe evidencia de que
IFN-y es capaz de inhibir la induccién de linfocitos Tregs [98], [99], también hay evidencia
a favor de su induccion [68], [71], [100].

Debido a que una de las principales funciones de los linfocitos Tregs es la restriccion de
linfocitos autoreactivos, los cuales pueden desencadenar enfermedades autoinmunes
como la EM y EAE [101], se ha propuesto que puede existir una desregulacién de la
poblacién de linfocitos Tregs en esta enfermedad [58]. De manera interesante, estudios
han demostrado que los linfocitos Tregs estarian desregulados en la EM y EAE, ya sea
por poseer una reduccion en la frecuencia [102], [103], o por una disminucién en la
funcionalidad supresora de esta poblacion [37], [46], [104], [105]. Dentro de este
contexto, el principal objetivo de este proyecto, fue determinar el efecto de una terapia
con IFN-y sobre la poblacién de linfocitos Tregs en la fase cronica de la EAE. Nuestros
primeros resultados indican que IFN-y es capaz de reducir los sintomas de fase crénica
de la EAE, asociado con un incremente de linfocitos Tregs en el SNC. Este incremento
de linfocitos Tregs en el SNC de los animales tratados con IFN-y, concuerda con lo
descrito en la literatura que durante periodos de remision de la EAE, existe una

acumulacion de linfocitos Tregs en el SNC [37], [44].
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Sin embargo, sélo la acumulacion de linfocitos Tregs en el SNC, no necesariamente esta
relacionada en forma directa con el efecto terapéutico de IFN-y. Es mas, Korn et al (Nat
Med, 2007) demostraron que durante el peak de la EAE, también existe una acumulacion
de linfocitos Tregs en el SNC, los cuales, debido al gran microambiente inflamatorio

existente, son incapaces de suprimir linfocitos T efectores del SNC [37].

Para responder la interrogante de si el efecto terapéutico de IFN-y en la fase cronica de
la EAE depende de la poblacion de linfocitos Tregs, nuestra primera estrategia fue utilizar
anticuerpos neutralizantes de CD25, para depletar esta poblacion reguladora, en
conjunto con IFN-y. Si bien, actualmente se ha demostrado que un tratamiento con
anticuerpos anti-CD25, es beneficioso en pacientes con EM, se ha observado que en
conjunto con una reduccion de linfocitos T efectores, la frecuencia y funcionalidad de
linfocitos Tregs también se ve disminuida [106]-[110]. Aun mas, hasta la fecha, el
tratamiento con anticuerpos anti-CD25 en la EAE, ha demostrado ampliamente que
inactiva/depleta la poblacion de linfocitos Tregs, aumentando la incidencia y exacerbando
los sintomas de la enfermedad [39]-[41], [44], [90], [111], [112]. Para sorpresa nuestra,
a diferencia de lo esperado, el tratamiento con anti-CD25 mejoré significativamente los
sintomas de la EAE en comparacion con el control de isotipo. Por lo tanto, no pudimos
de esta forma evaluar si el efecto protector de IFN-y en la EAE depende de linfocitos
Tregs. Una posible explicacion para esta paradoja, podria estar relacionada con la etapa
de la EAE en la cual administramos el tratamiento. Ninguno de los trabajos previos ha
ensayado el tratamiento con anticuerpos anti-CD25 durante la fase crénica de la EAE,
sino mas bien profilacticamente antes de la induccién de la enfermedad, durante la fase
inductiva o en periodos de remision de los sintomas. En la fase cronica de la EAE, existe
una mayor proporcién de linfocitos T efectores que T reguladores, por lo que el
tratamiento con anti-CD25 podria estar inactivando diferencialmente a linfocitos T
efectores, induciendo una reduccion en los sintomas de la enfermedad. Esta hipdtesis,
concuerda con lo observado por Hayosh et al (J. Immunol. 1987) quien reporté que la
induccién de la EAE pasiva con células efectoras provenientes de animales con EAE fue
dramaticamente suprimida al pre-tratar las células efectoras con anti-CD25 [113]. Por lo

tanto, nuestros resultados con el anticuerpo anti-CD25 podrian tener importantes
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implicancias en los actuales estudios clinicos de pacientes con dicho anticuerpo y

requieren una mayor profundizacion.

Nuestra segunda aproximacion, fue utilizar el modelo de animales FOXP3%"PP™R para
depletar especificamente las células que expresan FOXP3, es decir, la poblacion de
linfocitos Tregs. A diferencia del uso de los anticuerpos anti-CD25, se ha descrito que la
deplecion de la poblacion de linfocitos Tregs especificamente en la fase cronica de la
EAE induce una exacerbacion de los sintomas de la enfermedad [42], similar a lo
observado en esta tesis. Notablemente, el tratamiento con IFN-y fue incapaz de ejercer
su efecto terapéutico en la fase crénica de la EAE en estos animales depletados de
linfocitos Tregs. De manera interesante, animales deficientes del gen de IFN-y, a los
cuales se les induce la EAE, presentan una elevada proporcion de linfocitos T CD4+
efectores en el SNC, en comparacion con animales wild type inducidos con EAE [114].

Esto es similar a lo observado en animales FOXP3C¢ PR

, en los cuales luego de depletar
los linfocitos Tregs durante la fase crénica de la EAE se produce un aumento significativo
de la poblaciéon de linfocitos T efectores, tanto en la periferia como en el SNC [42].
Entonces, evidencia de la literatura junto con nuestras observaciones indican que IFN-y
es capaz de redistribuir el balance entre linfocitos T CD4+ efectores y reguladores en el

SNC de la EAE, a favor de los linfocitos Tregs.

Por otro lado, animales scurfy (sf) con una mutacion disfuncional en el gen de FOXP3
que los lleva a desarrollar un severo desorden autoinmune multiorganico [115], presentan
una mejora en los sintomas de su enfermedad y un aumento en la esperanza de vida
cuando carecen de la via de sefalizacion de IFN-y (sf x IFNGR™), lo cual sugiere que la
sefalizacion de IFN-y es patogénica en ausencia de linfocitos Tregs y que unos de los
principales mecanismos reguladores de IFN-y estaria mediado por esta poblacién celular
[116].

En conjunto, todos estos antecedentes nos indican que el efecto protector de IFN-y
durante la fase cronica de la EAE esta mediado en parte por un incremento de la

poblacién de linfocitos Tregs, necesario para controlar la inflamacién e infiltracidon
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principalmente de linfocitos T efectores en el SNC, y asociado con un menor grado de

desmielinizacion.

Con el fin de clarificar el mecanismo molecular por el cual IFN-y estaria induciendo este
incremento de linfocitos Tregs en la EAE, evaluamos el efecto directo que posee esta
citoquina sobre la induccién y expansién de los linfocitos Tregs. Hasta la fecha, existen
diversos trabajos en diferentes modelos de enfermedad y diferentes condiciones de
estimulacién, que muestran que es posible inducir linfocitos Tregs con IFN-y [68]-[73].
En el modelo de la EAE, Wang et al (JCI, 2006) publicé un estudio describiendo que IFN-
y induce en forma directa linfocitos Tregs a partir de linfocitos CD4+CD25-, los cuales
eran capaz de reducir la severidad de la enfermedad [68]. Sin embargo, y a diferencia de
las conclusiones de Wang, los resultados obtenidos en esta tesis muestran que IFN-y es
incapaz de inducir, al menos en forma directa, linfocitos Treg convencionales
(CD4+CD25hiFOXP3+). Por ultimo, estas células estimuladas con IFN-y son incapaces
de suprimir la proliferacion de linfocitos T efectores. Similar a nuestros resultados, se ha
visto que IFN-y ademas de no ser capaz de inducir linfocitos Tregs a partir de linfocitos
T CD4+ naive o de memoria, inhibe la demetilacion del promotor de FOXP3 [117],
necesaria para la expresion de este factor de transcripcion y del fenotipo supresor de los

linfocitos Tregs [118].

Al revisar otros mecanismos por los cuales IFN-y podria ser capaz de inducir linfocitos
Tregs, Ouaked et al (JCI, 2009) encontrd, al igual que nosotros, que en condiciones
neutrales (en presencia de anticuerpos anti-IFN-y, anti-IL4 y anti-IL12) IFN-y es incapaz
de inducir linfocitos Tregs. Sin embargo, estos autores reportaron que en presencia de
TGF-B, la expresion de FOXP3 aumentaba de manera significativa en respuesta a IFN-
y [71]. Por el contrario, nuestros resultados muestran que la adicion de IFN-y exégeno o
la neutralizacién de IFN-y enddgeno tiene un efecto inhibitorio sobre la conversion de
linfocitos T CD4+CD25- a linfocitos Tregs, en presencia de TGF-p + IL-2 (sin anticuerpos
anti-IFN-y, anti-IL4 y anti-IL12), y que es independiente del estado inflamatorio del que
provengan las células (fase inductiva, fase crénica o de animales naive). De manera

interesante, el mismo grupo de investigadores mostré que el promotor de FOXP3 posee
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sitios de union para STAT-1, el cual al ser activado por IL-27, (y posiblemente por IFN-y
e IL-12) induciria un aumento en la frecuencia de linfocitos Tregs. Si bien estos resultados
apoyaban la idea de que IFN-y podria inducir la expresién de FOXP3, otros estudios han
mostrado que, en condiciones similares a las utilizadas por nosotros, IFN-y inhibe de
manera dependiente de STAT-1 la induccion de linfocitos Tregs [98], [119] y que el factor
de transcripcion IRF-1 (interferon regulatory factor — 1), activado principalmente por IFN-
y, inhibe en forma directa la transcripcion de FOXP3 [120]. En resumen, podemos
concluir que IFN-y no induce un incremento en la frecuencia de linfocitos Tregs a partir
de linfocitos CD4+CD25- provenientes de la EAE y que mas bien inhibe la induccion de

esta poblacién en condicién de diferenciacion de linfocitos iTreg (TGF-p + IL-2).

A pesar de lo anterior, resultados de nuestro grupo de laboratorio, muestran que el
tratamiento con IFN-y en la fase cronica de la EAE es dependiente de STAT-1 [67]. Esto,
sumado a que en animales deficientes para STAT-1, muestran un aumento en la
susceptibilidad a la EAE asociado con una disminucién de linfocitos Tregs en el timo
[121], nos preguntamos si IFN-y estaria ejerciendo un efecto sobre la poblacion de
linfocitos Tregs ya diferenciados. Observamos que IFN-y no induce cambios en la
expresion de moléculas reguladoras sobre linfocitos Tregs ya diferenciados. Por otro
lado, ha sido demostrado que IFN-y es capaz de inducir la expresion de T-bet en linfocitos
Tregs, transformandolos de linfocitos Tregs a Treg-Th1-like[79], [82], [83], y si bien, T-
bet no fue incorporado en nuestra medicidn, no observamos cambios en la funcionalidad

de esta poblacién reguladora.

Resumiendo esta parte de los resultados, el tratamiento in vivo con IFN-y induce un
aumento en la frecuencia de linfocitos Tregs en el SNC de la EAE, lo cual es dependiente
de la expresion de FOXP3. Por su parte, los resultados in vitro indican que IFN-y no tiene
un efecto directo sobre la conversion de linfocitos Tregs. Por lo tanto, estos resultados
sugieren en su conjunto, que IFN-y ejerce un efecto indirecto sobre la induccién de
linfocitos Tregs en la fase cronica de la EAE. Esto nos llevd a determinar la contribucién
de otras poblaciones celulares y moléculas reguladoras implicados en la actividad

protectora de IFN-y y la regulacion de linfocitos Tregs.
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Debido a que las citoquinas TGF- [95] e IL-10 [94] estan involucrados en tanto la
diferenciacion como funcién supresora de los linfocitos Tregs, asi como en la supresion
de la EAE [122]-[126], se estudié la relacion entre ellas y el efecto protector de IFN-y en
el desarrollo de la EAE. Consistente con lo observado en la literatura, encontramos que
el tratamiento con anticuerpos anti-IL-10 empeoré los sintomas de la EAE [127]. Ademas,
se determind que la terapia en la fase cronica de la EAE con IFN-y no depende de la
expresion de IL-10 in vivo. Mas aun, nuestros resultados muestran que el tratamiento in
vivo con IFN-y tendié a disminuir la frecuencia de linfocitos T CD4+IL10+ en el SNC y
que esplenocitos de ratones tratados in vivo con IFN-y exhiben una disminucion
significativa en la secrecion de IL-10, todo lo cual es apoyado por evidencia que muestra

que esta citoquina es capaz de inhibir la expresion de IL-10 [128].

Asi mismo, la neutralizacion de TGF-B con anticuerpos anti-TGF-B resulté en una
exacerbacion significativa de los sintomas de la EAE, concordando con lo reportado
previamente en la literatura [124]. Lo novedoso es que encontramos, por primera vez,
que el tratamiento con IFN-y en la EAE depende de los niveles de TGF-B. Al contrario de
lo esperado, no detectamos diferencias significativas, ni in vivo ni in vitro, en la expresion
de LAP+ (TGF-B) en diferentes poblaciones de linfocitos Tregs (Th3). En cambio, si
observamos un incremento en la frecuencia de linfocitos CD8+LAP+ en respuesta al
tratamiento in vivo con IFN-y en EAE. Lo interesante es que esta poblacion de células ha
sido descrita como una nueva poblacién de linfocitos reguladores con capacidad
supresora importantes para proteger de la EAE [129]. Debido a la expresion de TGF-p,
éstas células son capaces de inducir o expandir linfocitos Tregs convencionales,

mecanismo que podria estar actuando en nuestro modelo de estudio.

Ya que se ha observado que bajo condiciones tolerogénicas, las células presentadoras
de antigeno (APC) son capaces de expresar TGF-B e IL-10 e inducir linfocitos Tregs
capaces de inhibir la EAE [43], [130], evaluamos la frecuencia de APC expresando LAP
(TGF-B) en la periferia y en el SNC. Se observé un incremento en la expresion de LAP+

(TGF-B) en células CD11b+ y CD11b+CD11c+, y también en la microglia residente del
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SNC. Hasta la fecha, en EAE, sdlo se ha descrito que la presencia de IFN-y es necesaria
para la induccién de TGF- en neuronas, las cuales son capaces de inducir linfocitos
Tregs [43].

Incluimos en el analisis la molécula co-inhibitoria de linfocitos T efectores PD-L1. PD-L1
es altamente regulado por IFN-y, citoquina que es capaz de inducir su expresién en
diversos tipos celulares [131]-[134], incluyendo APC [135]. La via co-inhibitoria PD-1/PD-
L1 es importante en la regulacién y control de la EAE [136]. La importancia de PD-L1 en
EAE, se demostré in vivo cuando animales con EAE tratados con anticuerpos anti-PD-1
exacerbaron sus sintomas [137]. Ademas, se ha descrito que esta via, al igual que TGF-
B, es necesaria para la generacion y mantencion de linfocitos Tregs [138]-[140]. Mas
aun, este mecanismo es fundamental en la regulacién de la EAE mediada por IL-12, el
cual depende de la expresion de IFN-y [88]. En esta tesis, se demostrd que el tratamiento
con IFN-y induce la expresion de PD-L1 en diversos subgrupos de células CD11b+, tanto
en el SNC como en la periferia, y que ademas IFN-y es capaz de inducir de manera
significativa la frecuencia de células CD11b+ expresando PD-L1. De manera interesante,
también mostramos que el tratamiento in vivo con IFN-y también depende de la via PD-
1. También, se ha mostrado que la expresion de PD-L1 por células CD11b+ vy
CD11b+CD11c+ inhibe la proliferacién de linfocitos T CD4+ encefalitogénicos [135], lo
que podria ser un mecanismo adicional por el cual IFN-y genera una alteracion del
balance entre linfocitos T efectores y linfocitos Tregs, a favor de éstos ultimos en el SNC

de la fase crénica de la EAE.

La induccién de LAP (TGF-B) y PD-L1 en APC, sin alterar la frecuencia de moléculas co-
estimuladoras, nos indica que IFN-y es capaz de inducir un fenotipo regulador en células
CD11b+ provenientes de ratones con EAE. Ha sido demostrado que la estimulacion in
vitro de APC con IFN-y induce un fenotipo regulador capaz de reducir la proliferacion de
linfocitos T efectores y aumentar la frecuencia de linfocitos Tregs [141], [142] por lo que
han sido propuestas como potencial terapia celular para la EAE [143]. De manera
interesante, nuestros resultados estan en concordancia con lo publicado recientemente

por Lukas et al (PNAS, 2017), quienes demostraron que la induccion de linfocitos Tregs
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por células dendriticas CD11¢c+CD8+CD103+ es necesaria para reducir los sintomas de

la EAE, en forma dependiente de la expresion de IDO y de la sefializacién de IFN-y [144].

Finalmente, nuestros resultados muestran que células CD11b+ pre-acondicionadas con
IFN-y aumentan la induccion de linfocitos Tregs en respuesta a estimulacion de linfocitos
T antigeno especifica (MOGp) o inespecifica (en presencia de anti-CD23); proceso que
fue dependiente de TGF- y PD-L1.

VIIl. CONCLUSION

En conjunto, los resultados de esta tesis muestran que la mejoria de los sintomas
de la EAE inducida por IFN-y depende de la expresion de FOXP3, los niveles de TGF-3
y de la interaccion PD-1/PD-L1. IFN-y no induce en forma directa la conversion a
linfocitos Tregs e inhibe la expresion de FOXP3 en condiciones de diferenciacién de
linfocitos iTregs. Sin embargo, IFN-y es capaz de condicionar principalmente diferentes
subtipos de células CD11b+ (también linfocitos T CD8 [129]) en la EAE, las cuales son
capaces a través de un incremento en la expresion de LAP (TGF-B) [43] y PD-L1 [135],
de inducir un aumento en la frecuencia de linfocitos Tregs in vivo y ex vivo. Ademas, la
expresion de PD-L1 podria ser un mecanismo sumatorio del potencial regulador de estas
células, ejerciendo inhibicién sobre la proliferacién de linfocitos T efectores, desviando el
balance en el SNC de animales con EAE, hacia un perfil regulador, lo cual se asocia con
una menor infiltracion de células mononucleares periféricas y un menor grado de
desmielinizacion (Figura 48). Un mejor conocimiento de los mecanismos celulares y
moleculares por los cuales IFN-y ejerce sus efectos terapéuticos sobre la EAE, podria
servir de base para desarrollar futuras terapias celulares enfocadas en subgrupos de

pacientes con un estadio cronico de la EM.
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Figura 48: Mecanismo de induccion de linfocitos Tregs por un tratamiento con IFN-
y en la fase crénica de la EAE. A) IFN-y no induce linfocitos Tregs de manera directa,
e inhibe la diferenciacion de linfocitos Tregs (TGF-$ +IL-2). B) IFN-y actua principalmente
en células CD11b+, CD11b+CD11c+ y CD8 de la periferia, induciendo un incremento en
la expresion de LAP (TGF-B), y en CD11b+, CD11b+CD11c+, también un incremento en
la expresion de PD-L1. C) PD-L1 estaria inhibiendo la proliferacion de linfocitos T
efectores. D) TGF-B y PD-L1 en conjunto estan induciendo un incremento en la
frecuencia de linfocitos Tregs en la EAE. E) Linfocitos Tregs inducidos por células
CD11b+ son capaces de suprimir linfocitos T efectores encefalitogénicos.
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El Comité de Bioética Sobre Investigacién en Animales de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, certifica que en la tesis de Investigacién titulada “Regulacién de
la respuesta de Linfocitos T reguladores por Interferén-gamma en encefalomielitis
autoinmune experimental”, del Sr. Gabriel Arellano Lorca, Tesista y su Patrocinante-
Responsable es el Dr. Rodrigo Naves Pichuante, PhD del Laboratorio de Neuroinmunologia,
Programa Disciplinario de Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, no
se plantean acciones que contravengan las Normas Bioéticas Bésicas de Manejo y Cuidados de
los Animales a utilizar en los procedimientos experimentales planificados (CBA 0815 FMUCH).

Ambos investigadores se han comprometido a mantener los procedimientos
experimentales planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar modificacién alguna sin
previa notificacién y posterior aprobacién por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion por 36 meses, tiempo estimado de ejecucion
correspondiente al Proyecto de Tesis del Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas de la

Escuela de Postgrado.

El Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile
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