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4. RESUMEN

Las células T reguladoras (Tregs) disminuyen la respuesta inmune, y su principal
funcién es generar tolerancia hacia antigenos propios. Las células Tregs ejercen supresion a
través de distintos mecanismos que involucran la expresion de superficie de moléculas co-
inhibitorias, la produccion de metabolitos anti-inflamatorios, la secrecion de citoquinas y la
liberacion de vesiculas extracelulares (EVSs) con actividad supresora. Neuropilina-1 (Nrpl) es
un receptor de membrana expresado en altos niveles en células Tregs, pero su contribucion en
la funcion de estas células no esta del todo descrita. Considerando la relevancia clinica del uso
de células Tregs humanas como terapia para tratar el rechazo a trasplante de organos, es
necesario elucidar sus mecanismos de funcion para aprovechar su potencial terapéutico.

En este trabajo se busco determinar si Nrpl participa en la funcion de células Tregs en
la respuesta inmune a trasplantes mediada por células T convencionales (Tconv). Utilizando
animales deficientes en Nrpl especificamente en células Tregs Foxp3+ (NrplKO),
demostramos que la ausencia de Nrpl no afecta la expresion de otros marcadores en células
Tregs. En ensayos funcionales in vitro, se encontré que la funcidn supresora contacto-
independiente (transwell) de células Tregs NrplKO resulté ser deficiente. Tanto en los
ensayos in vitro como en el modelo murino de trasplante de piel, se observo que las células
Tregs requieren Nrpl para ejercer funcion supresora y para inducir tolerancia a trasplantes
alogénicos. Las células Tregs Nrpl+ fueron capaces de inducir la expresion de marcadores
inmunoregulatorios (Nrpl y Eos) y disminuir la producciéon de IFN-y en células Tconv en
animales trasplantados. Estas células Tconv “moduladas” adquieren parcialmente funcion
inmunoreguladora ex vivo a través de tolerancia infecciosa. Notablemente, se encontré que
Nrpl es necesaria en células Tregs para la produccion de IL-10, y que IL-10 per sé gatilla la
expresion de Nrpl en células Tconv. Para determinar si la funcién disminuida de células Tregs
NrplKO se debe a una alteracion en la produccion de EVs, se estudio la participacion de Nrpl
en la secrecion y funcion de EVs obtenidas de células Tregs. La deficiencia de Nrpl en células
Tregs no afecta la secrecion in vitro de EVs. Adicionalmente, Nrpl se encontrd presente en
EVs derivadas de células Tregs wt, y no en aquellas provenientes de Tregs NrplKO. La
funcidn supresora in vitro y la capacidad de inducir tolerancia in vivo (modelo de trasplante de
piel) de EVs derivadas de células Tregs NrplKO es menor en comparacion con las EVs
provenientes de Tregs wt.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que Nrpl es clave en la funcion de
células Tregs Foxp3+, en la modulacion del fenotipo y funcion de células T CD4+ efectoras.
Nrpl controlaria la produccién de IL-10 en las células Tregs y estaria involucrada en la
expresion de Nrpl y Eos por parte de células T CD4+ efectoras. Finalmente, Nrpl estaria
ademas jugando un papel importante en la supresion inmunoldgica de células Tregs mediada
por la liberacion de EVs, lo cual se demostrd tanto en ensayos in vitro como en el modelo
murino de trasplante de piel. El trabajo aqui expuesto entrega nuevos antecedentes del rol de
Nrpl en la supresion mediada por células Tregs y sus EVs. Comprender la participaciéon de
este receptor en los mecanismos de funcion de células Tregs abre nuevas interpretaciones
sobre los procesos celulares y fisioldgicos que modulan la respuesta inmune a trasplantes.



5. ABSTRACT

Regulatory T cells (Tregs) decrease the immune response. Their main function consists of
generating tolerance towards self-antigens. Tregs cells exert suppression through different
mechanisms that involve the surface expression of co-inhibitory molecules, the production of
anti-inflammatory metabolites, the secretion of cytokines, and the release of extracellular vesicles
(EVs) with suppressive activity. The membrane receptor Neuropilin-1 (Nrpl) is highly expressed
in Tregs cells, but its contribution to the function of these cells is not fully described. Since the
use of human Tregs has clinical relevance as a cell therapy to treat organ transplant rejection, it is
necessary to elucidate their functional mechanisms to take advantage of their therapeutic
potential.

This work sought to determine whether Nrpl participates in the function of Tregs cells in
the immune response to transplants mediated by conventional T cells (Tconv). Using mice
deficient in Nrp1, specifically in Foxp3+Tregs cells (Nrp1lKO), we demonstrate that the absence
of Nrpl does not affect the expression of other markers in Tregs cells. The contact-independent
suppressive function (transwell) of NrplKO Tregs cells is deficient in in vitro functional assays.
Tregs cells required Nrpl to exert suppressive function and to induce tolerance to allogeneic
transplants in both in vitro assays and the murine skin transplantation models. Nrpl+ Tregs cells
induced the expression of immunoregulatory markers (Nrpl and Eos) and decreased IFN-y
production in Tconv cells in transplanted animals. These "modulated” Tconv cells partially
acquire ex vivo immunoregulatory function through infectious tolerance. Notably, Nrpl is
necessary for the production of IL-10 in Tregs cells, and 1L-10 per se triggers Nrpl expression in
Tconv cells. The participation of Nrpl in the secretion and function of EVs obtained from Tregs
cells was studied to determine whether Nrp1KO Tregs cells decreased function by altering the
production of EVs. Nrpl deficiency does not affect the in vitro secretion of EVs in Tregs cells.
Also, Nrpl is expressed in EVs derived from wt Tregs cells, but not in those derived from
NrplKO Tregs cells. Both the in vitro suppressive function and the ability to induce in vivo
tolerance (skin transplant model) of EVs derived from NrplKO Tregs cells were lower compared
to the EVs derived from wt Tregs.

Together, these results indicate that Nrpl is critical in the function of Tregs Foxp3+ cells
in the modulation of the phenotype and function of CD4+ T effector cells. Nrpl would control
the IL-10 production of Tregs cells and would be involved in the expression of Nrpl and Eos by
CDA4+ T effector cells. Finally, Nrp1 could also play an important role in the immune suppression
of Tregs cells mediated by the release of EVs, in both in vitro assays and the murine model of
skin transplantation. The work presented here offers new evidence of the role of Nrpl in Tregs
cell-mediated suppression and their EVs. Understanding the participation of this receptor in Tregs
cell function mechanisms opens up new interpretations of the cellular and physiological processes
that modulate the immune response to transplants.



6. INTRODUCCION

El sistema inmune es la conjuncion de todas las estructuras, células y procesos
biolégicos que protegen al organismo de agentes bioldgicos extrafios y/o patdgenos,
distinguiendo entre células sanas y alteradas. Mientras que el sistema inmune innato se
compone de células y moléculas originadas congénitamente en el organismo (receptores de
especificidad fija), el sistema inmune adaptativo consta de diferentes tipos celulares con
funciones especializadas, con receptores de especificidad variable debido a recombinacion

génica (1).

La respuesta inmune se inicia cuando las células presentadoras de antigeno (APC,
antigen presenting cell) tales como células dendriticas y macréfagos, captan proteinas de estos
agentes extrafios y en presencia de sefiales de inflamacion maduran y migran hacia ganglios
linfaticos drenantes (LNd). En estos ganglios, exhiben antigenos provenientes de los agentes
extrafios en su superficie celular a células T virgenes, a través de moléculas de complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC, major histocompatibility complex), iniciando la
respuesta inmune adaptativa. En este contexto, las células T activadas proliferan y se
diferencian en distintos sub-tipos dependiendo de factores como la naturaleza bioldgica del
patégeno (viral o bacteriana), las sefiales de coestimulacion y la presencia de citoquinas pro-
inflamatorias, entre otras. Estas células T activadas migran al foco inicial de inflamacion,

donde ejercen su funcion efectora para eliminar la fuente del antigeno o agente extrafio.

6.1. Células T reguladoras: marcadores y mecanismos de funcion

Las células T reguladoras (Treg) son un subtipo de célula T con una funcion opuesta:
restaurar la homeostasis inmunoldgica una vez culminada la respuesta inmune, con el fin de
evitar que células efectoras sobre-reactivas dafien a células sanas del organismo (2). A
diferencia de las células T virgenes, las Treg son células comprometidas con un linaje
regulador e inmuno-supresor, y estan presentes en la sangre asi como en distintos 6rganos. En
condiciones normales, las células Treg mantienen la tolerancia inmune en tejidos periféricos
del organismo, previniendo el inicio y progresion de patologias inmunoldgicas y auto-
inmunidad (3). Ademas de presentar en su superficie altos niveles de CD25 (cadena-o del

receptor de IL-2), las células Tregs son reconocidas a través la expresion del factor de



transcripcion Foxp3 (Forkhead Box protein 3), esencial para su desarrollo y su funcion (4-6).
Si bien se han descrito células T con funcién supresora que no expresan Foxp3, como el caso
de las células T reguladoras tipo 1 (Trl) (7), el presente trabajo se enfoco en las células Tregs
CDA4+Foxp3+.

Las Tregs constituyen alrededor del 5-10% de las células T CD4+ presentes en la
sangre y tejidos periféricos del organismo (8, 9), y se originan en el timo como una sub-
poblacion de células T funcionalmente maduras, a partir de timocitos inmaduros en respuesta a
estimulacion con auto-antigenos (10). También pueden inducirse a partir de células T CD4+
en tejidos periféricos después de la exposicidn antigénica en condiciones especificas, como la
mucosa intestinal en respuesta a microbiota y antigenos alimentarios (11, 12). Por otro lado, la
expresion de Foxp3 puede ser inducida en células T CD4+ activadas in vitro en presencia de
citoquinas como IL-2, el factor de crecimiento tumoral-p (TGF-B) y metabolitos como el &cido
retinoico (13). Por el contrario, las células T CD4+ maduras que no expresan Foxp3 se

consideran células T convencionales (Tconv, células T CD4+Foxp3-).

Para poder identificar certeramente estas células supresoras, fue clave el
descubrimiento de Foxp3 (14). Su importancia en células Tregs es evidente considerando que
animales de la cepa “scurfy”, con una mutacién de pérdida de funcion en Foxp3, carece
completamente de células Tregs y desarrolla una enfermedad linfoproliferativa letal a las 3-5
semanas de edad (15, 16). De forma similar, pacientes que poseen mutaciones del gen
ortélogo FOXP3 presentan un amplio rango de manifestaciones autoinmunes consistentes con
la carencia de células Tregs, que en su conjunto se denominan IPEX (sindrome de

desregulacién inmune, poliendrocrinopatia, enteropatia, ligado a cromosoma X) (17, 18).

Neuropilina-1 (Nrpl) es un receptor de superficie celular considerado como un
marcador de células Tregs (19). Este marcador permitiria identificar entre las células Tregs
Foxp3+ que provienen del timo (tTregs), que expresan altos niveles de Nrpl, y las células
Tregs Foxp3+ inducidas desde células T CD4+ virgenes, originadas en tejidos periféricos
(pTregs) del organismo como la mucosa intestinal, que presentan bajos niveles de este
receptor (20-22). Si bien los marcadores intracelulares no contribuyen a la identificacion de
estas células (viables) para usos posteriores, éstos han permitido identificar de forma mas

exhaustiva a los factores determinantes en la mantencion del fenotipo inmunosupresor de



células Tregs. Entre ellos, el factor de transcripcion Helios (codificado por el gen 1kzf2) esta
expresado de forma preferencial en células Tregs Foxp3+ (23), y esta expresion se confina
principalmente a Tregs derivados del timo en humanos y en raton (24, 25). La evidencia
sugiere que este factor de transcripcion se une a la region promotora de gen Foxp3 y estabiliza
su expresion (25). El factor de transcripcion Eos se expresa preferencialmente en células
Tregs, vy el silenciamiento de Ikzf4 (gen que codifica para Eos) resulta en pérdida de funcion
supresora y un incremento en la produccion de citoquinas inflamatorias (26). Eos forma un
complejo proteico con Foxp3, requerido para el silenciamiento de genes pro-inflamatorios (26,
27). Se ha observado que en las células Tregs que pierden la expresion de Eos (Tregs “Eos-
labiles) ocurre una re-programacion celular a un fenotipo “pro-inflamatorio” caracterizado
por secretar IL-2 e IL-17, y promoviendo la activacion de DCs, todo esto sin alterar su
expresion de Foxp3 (28). Esto sugiere que los niveles de expresion de Eos en células Tregs

Foxp3+ sirven como un indicador de la “estabilidad” de su fenotipo supresor.

6.1.1. Secrecion de citoquinas anti-inflamatorias

Las células Tregs producen la citoquina IL-10, que es capaz de disminuir la produccién
de otras citoquinas pro-inflamatorias por parte de APCs, tales como IL-12 e interferén(IFN)-y
(29). Aunque distintos tipos celulares secretan esta citoquina, la delecion especifica de 1L-10
en células Tregs Foxp3+ es suficiente para inducir patologias autoinmunes como colitis en
animales (30, 31). Las Tregs Foxp3+ también secretan IL-10 in vitro, y esta secrecion es
mayor en presencia de células T CD4+ efectoras (30).

Las células Tregs también producen la citoquina TGF-B (32). En tejidos periféricos,
TGF-B promueve la expresion de Foxp3 en células T virgenes, lo que ha sido replicado
durante la induccion de células Treg in vitro (33). Las células Tregs maduras producen TGF-$3
para inhibir la activacion y la proliferacion de células T, modulando la respuesta inmunolégica
en trasplante de 6rganos y colitis, entre otras (34-40). IL-35 es otra potente citoquina
inmunosupresora secretada por células Tregs, que es requerida por estas células para ejercer su
actividad supresora tanto in vitro como in vivo (41, 42). IL-35 es capaz de inhibir la
produccion de IL-17 en células T efectoras y disminuir los sintomas de artritis en modelos
murinos, ademas de incrementar los niveles de 1L-10 producidos por células Tregs en el sitio

de inflamacion (43).



6.1.2. Produccion de vesiculas extracelulares (EVS)

Se ha establecido que la mayoria de las células secretan vesiculas tanto en homeostasis
como en condiciones patoldgicas (44), que participan en funciones bioldgicas importantes,
actuando como medio de comunicacion intercelular a través de mediadores presentes en la
superficie o el lumen vesicular (45, 46). Estas vesiculas pueden encontrarse en fluidos
biolégicos como leche materna, orina, sangre, liquido anmiético, fluido ascitico, fluido
cerebroespinal o saliva, entre otros (47, 48), aunque también pueden encontrarse y obtenerse a

partir del medio condicionado de células cultivadas in vitro (49).

Los exosomas son un tipo de vesicula de origen endosomal, de forma y didmetro
regular (30-150 nm) que se forman por invaginacion de la membrana de endosomas formando
cuerpos multivesiculares (MVB), y los exosomas son liberados por la fusién de estos MVB
con la membrana celular (50). En su formacion participan los complejos de clasificacién
endosomal necesarios para el transporte (en inglés ESCRT), donde sucesivos complejos
proteicos (ESCRT-O0, -1, -1l y -1l1) y varias proteinas accesorias son requeridas para deformar
la membrana endosomal, reconocer las moléculas “para cargar” a la vesicula intraluminal, y
efectuar la escision vesicular (47). Otro tipo de vesiculas son las microvesiculas (100-1000
nm) gue se forman por evaginacion directa de la membrana celular (46), donde también se ha
visto la participacion de algunas proteinas de la familia ESCRT (Alix y TSG-101) regulando
la formacion de microvesiculas hacia el exterior de la célula (47). Dado que estas vesiculas
son muy heterogéneas, donde tanto exosomas como microvesiculas comparten caracteristicas
y composicion de proteinas, se determind que en su conjunto se denominen como vesiculas
extracelulares (EVs) (51).

La composicion de EVs refleja en gran medida el de la célula parental, pero se ha
descrito ademéas que estan enriquecidas en ciertas proteinas, como moléculas de adhesion
(integrinas), de trafico intracelular, de citoesqueleto (B-actina), de transduccion de sefiales,
citoguinas y quimogquinas (45). También se han encontrado diversos acidos nucleicos como
RNA mensajero (MRNA), RNAs de interferencia (microRNA) y otros tipos de RNA no
codificantes (ncRNA) (52). Segun las recomendaciones de la Sociedad Internacional de
Vesiculas Extracelulares (ISEV), en cada fraccion purificada de vesiculas se sugiere confirmar

la presencia de proteinas que definen a las EVs y su funcion (53). Entre ellas se encuentran



proteinas de transmembrana, como por ejemplo tetraspaninas, moléculas de adhesion celular e
integrinas. También verificar proteinas citosolicas que también estan enriquecidas en EVs,
como por ejemplo proteinas que participan en la formacion de MVB (Tsg-101, Alix, proteinas
Rab). Ademas, se sugiere confirmar la presencia de proteinas asociadas con compartimentos
distintos a la membrana plasmatica o endosomas, que estan subrepresentadas o ausentes en
EVs, como proteinas de reticulo endoplasmico (calnexina), componentes del Golgi (GM130),
algunas proteinas citosolicas (a-tubulina) y proteinas mitocondriales (citocromo C) (47, 49,
54). Las EVs también contienen componentes especificos que dependen de la naturaleza de la
célula productora (55). Por ejemplo, EVs de células tumorales contienen antigenos tumorales;
EVs derivadas de plaquetas contienen factores de coagulacion; y EVs de DCs contienen

complejos MHC-peéptido (56).

Las células Tregs producen mayor cantidad de EVs en comparacion a otros tipos de
células T, y esta produccion es modulada por cambios en calcio intracelular, hipoxia y por la
presencia de IL-2 (52, 57). Las EVs contribuyen a su funcion reguladora, puesto que células
Tregs deficientes en Rab27a y Rab27b (proteinas necesarias para la fusion entre MVB y
membrana plasmatica) son incapaces de secretar EVs e inhibir la proliferacion in vitro de
células T (57). Entre los efectos ejercidos por las EVs de células Tregs sobre células T
convencionales, se encuentran la inhibicion de la proliferacion (57-59), la inhibicion de
produccion de IL-2 e IFN-y (57, 59, 60) y la conversién in vitro en células T CD4+
productoras de IL-10 (61). Ademas, las EVs de células Tregs inducen la conversion in vitro de
DCs a un fenotipo tolerogénico productor de IL-10 (62). Por lo tanto, las EVs derivadas de
Tregs son capaces de modular a células inmunitarias alterando su expresion génica, su

produccion de citoquinas y su funcion efectora.

6.1.3. Receptores de superficie con funcion supresora

Células Tregs tanto humanas y de raton expresan los receptores CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte antigen-4) y PD-1 (Programmed cell Death-1) de forma constitutiva (14, 63-65).
Mientras que CTLA-4 inhibe la activacion de células T durante la presentaciéon antigénica
(66), PD-1 interacciona con sus ligandos en la membrana de leucocitos y desencadena vias de
sefializacion que culminan en la induccién de apoptosis de celulas inflamatorias (67, 68). La

deficiencia de CTLA-4 en ratones resulta en letalidad temprana (tres a cuatro semanas de



edad) debido a una severa desregulacion inmune, similar a la deficiencia en Foxp3 (69), por lo
que la expresion de CTLA-4 en células Tregs juega un rol crucial en mantener la auto-
tolerancia y homeostasis inmune (70). CD49b (integrina 02) es una proteina que participa en
la interaccion célula-matriz extracelular (71). Si bien es un marcador descrito para células NK
(72), CD49b se expresa en altos niveles en células Tregs activados presentes en piel,
vasculatura y tejidos linfoides periféricos (73). Otra integrina asociada a células Treg es
CDI103 (integrina oE), expresada por ~30% de Tregs, donde esta involucrada en la
acumulacién y retencion de células Tregs en intestino (74-76), y las células Tregs CD103+
promueven la mejoria en modelos murinos de Enfermedad de Injerto contra Huésped (ElcH)
(77). Nrpl en células Tregs Foxp3+ prolonga la interaccion con DCs durante la presentacion
antigénica, favoreciendo la activacion de células Tregs para mantener la tolerancia inmune,

impidiendo la activacion de células Tconv que expresan bajos niveles de Nrpl (78).

Existen moléculas de membrana que median el proceso de supresién inmune
produciendo factores solubles inhibitorios. Tal es el caso de las ectonucleotidasas CD39 y
CD73, proteinas de superficie que en su conjunto convierten el mediador pro-inflamatorio
ATP (en su forma extracelular) en el mediador anti-inflamatorio adenosina (79). Si bien
ambos marcadores se presentan en varios tipos de células leucocitarias y no-leucocitarias,
CD39 y CD73 son altamente expresadas en células Tregs (80, 81) contribuyendo a su funcion,
puesto que células Tregs deficientes en CD39 o en CD73 tienen una capacidad inmuno-
supresora disminuida (81, 82).

La participacion de moléculas de membrana en la funcion supresora de EVs derivadas
de células Tregs aun no se han descrito por completo. Se han encontrado diversas proteinas
inmunomoduladoras, tales como CD73, CD25 y CTLA-4 (83). CD73 participa en la funcion
supresora de las EVs de células Tregs a través de la produccion de adenosina, inhibiendo la
produccion de citoquinas en células Tconv (60). CD25 y CTLA-4 también estan presentes en
EVs de células Tregs, pero el bloqueo con anticuerpos monoclonales anti-CD25 y anti-CTLA4
no altera la funcién supresora de estas EVs (60). Aln es necesario determinarla presencia de
otras moléculas altamente expresadas por células Tregs (Nrpl, CD103, PD-1, entre otras) en
EVs de células Tregs, asi como no hay reportes que describan la participacion de estos

marcadores en la funcion de estas vesiculas inmunosupresoras.
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Figura A. Mecanismos de supresion inmune de células Tregs Foxp3®. Entre los que
dependen del contacto célula-célula se encuentran la inhibicion mediante reguladores
negativos de la activacién (CTLA-4, PD-1) y proteinas que participan en la sinapsis inmune
(CD103, Nrpl). Entre los que no dependen del contacto celular, se encuentran la inhibicion
metabdlica (CD25, CD39, CD73), la secrecidn de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-p,
IL-35) y la secrecion de vesiculas extracelulares (EVS).

6.2. Neuropilina-1y la respuesta inmune

Nrpl es una glicoproteina de membrana que posee cinco dominios: tres dominios
extracelulares (denominados al/a2, b1l/b2 y c) necesarios para la unién con ligandos y
dimerizacion, un dominio transmembrana y un corto dominio intracelular conteniendo una
secuencia motivo de union PDZ (PSD-95/DIg/Z0O-1) (84). Nrpl fue inicialmente descrita
como una proteina enriquecida en el mesencéfalo de ranas africanas (Xenopus laevis), donde
formaba parte de capas de procesos gliales, dendritas y axones de neuronas retinales, mejor
conocidos como “neuropilos” (85, 86). Tanto la delecion del gen codificante para Nrpl como
la sobre-expresion sistémica de Nrpl en raton bajo el control del promotor de B-actina
resultaba en la muerte embrional debido a severas anormalidades morfoldgicas, no sélo
nerviosas sino también cardiovasculares, lo que sugiere un importante rol de Nrpl en el

desarrollo embrional (87).



Nrpl es un co-receptor de plexin-Al para unir al ligando Semaforina 3A (Sema3A) en
el desarrollo de axones sensoriales (88, 89), y que ademés posee afinidad por el factor de
crecimiento vascular y endotelial (VEGF) funcionando como un co-receptor junto al receptor
de VEGF (VEGF-R) (90, 91). Nrpl también es capaz de unir al factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), a algunos miembros de la familia del factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), a Galectina-1 (Gal-1) e incluso
a otras moléculas de Nrpl (92-98). Dado que Nrpl es capaz de unir distintos ligandos y
asociarse con sus receptores, no es sorprendente que se encuentre expresada en muchos tipos

celulares y afecte a diversos procesos biolégicos.

Nrpl se expresa en células epiteliales de diferentes tejidos como el tracto
gastrointestinal y pancreas, en neuronas, en melanocitos y keratinocitos, tanto de humanos
como raton (99, 100). También se expresa en células de varios tipos de tumores, como cancer
de mama, carcinoma de prostata, en melanoma y astrocitoma (101-104). Nrpl también se
encuentra presente en EVs derivadas de células de hepatocarcinoma, de melanoma, de cancer
de prostata y de colon (105-108), aunque su participacion en mecanismos de progresion

tumoral, metéstasis y escape a la respuesta inmune adn no ha sido reportada.

En el sistema inmune, la funcion bioldgica de Nrpl esta caracterizada principalmente
en células T, particularmente en células Tregs Foxp3+. Durante la presentacidn antigénica,
Nrpl en células Tregs prolonga la interaccion con DCs y favorece la activacion de células
Tregs por sobre la activacion de células Tconv, que expresan bajos niveles de Nrpl (78).
Analisis de transcriptdbmica mostraron que la expresion del gen Nrpl es controlada por Foxp3,
junto con otras moléculas relacionadas a células Tregs como CD25 y CTLA-4 (19, 109). En
animales con encefalitis autoinmune experimental (EAE), un modelo murino para estudiar
esclerosis maltiple, la delecion especifica de Nrpl en células T CD4+ incrementa la severidad
de la enfermedad, ocurriendo un aumento en la frecuencia de células T inflamatorias con perfil
Th17 y disminuyendo la frecuencia de células Tregs Foxp3+ (110). Asi mismo, en un modelo
de tumor de melanoma, la deficiencia de Nrpl en células T CD4+ en ratones resulta en un
retardo en la formacion y progresion tumoral, asociado a una menor infiltracion de celulas
Tregs Foxp3+ y una mayor infiltracion de linfocitos T CD8+ citotdxicos, lo que favorece la

sobrevida de los animales al desafio tumoral (111).



Nrpl también participa en la mantencion del fenotipo de células Tregs (112). Esta
proteina es un receptor para otra semaforina, Sema4A, expresada en células inmunes, y la
interaccion Nrpl:SemadA recluta a la fosfatasa PTEN (Phosphatase and tensin homolog) e
induce la localizacion nuclear del factor de transcripcion Foxo3a, esencial para la correcta
expresion de Foxp3 en células Tregs (113). En otro estudio, se encontré que células Tregs
deficientes en Nrp1 producen mayores niveles de IFN-y, facilitando la respuesta inmune anti-
tumoral (114). La deficiencia especifica de Nrpl en células Treg Foxp3+ no afecta su funcién
en condiciones normales de homeostasis, pero altera de forma critica su capacidad de prevenir

colitis experimental y de disminuir la respuesta inmune antitumoral en ratones (113, 114).

La funcion supresora in vitro de células Tregs Nrpl-deficientes disminuye
significativamente cuando las células Tregs y las células T respondedoras activadas estan
separadas por una membrana semi-porosa (“transwell”), que impide el contacto célula-célula,
pero permite el paso de factores solubles de tamafio menor como metabolitos, citoquinas o
EVs (113). Sin embargo, en ese reporte no se realizaron experimentos adicionales para
esclarecer de qué forma Nrpl podria estar involucrado con un cambio en la produccion o
funcién de estos factores solubles que den cuenta de una menor funcién supresora. En el
sistema inmune, la presencia de Nrpl s6lo ha sido reportada en EVs derivadas de macr6fagos
en raton (115), por lo que la presencia de Nrpl en EVs derivadas de Tregs Foxp3+ (que

expresan altos niveles de este marcador) aun esta pendiente de elucidacion.
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6.3. Trasplante de 6rganos y rechazo alogénico

El trasplante de 6rganos representa una oportunidad efectiva para restaurar la funcion
de un tejido u érgano, luego de sufrir una lesién o falla incapacitante, resultando en una
marcada mejora en la morbilidad y menor mortalidad del paciente (117). Si bien la aceptacion
inmune al trasplante a corto plazo es generalmente efectiva, la aceptacion a largo plazo sigue
siendo un desafio debido al rechazo inmunoldgico y a la toxicidad del tratamiento prolongado
con farmacos inmunosupresores, que resultan en diversos efectos secundarios indeseados

como falla renal, infecciones oportunistas y mayor incidencia de cancer (118, 119).

Tomando en cuenta los procesos pro-inflamatorios que llevan al rechazo al trasplante
alogénico, las propiedades inmunosupresoras de las células Tregs Foxp3+ las convierten en un
candidato terapéutico atractivo para tratar a pacientes con diversas patologias inflamatorias. A

la fecha, mas de 50 ensayos clinicos basados en terapia celular adoptiva de celulas Tregs



humanas han sido completados o estan en curso como tratamiento para enfermedades auto-
inmunes e inflamatorias (120). Estas terapias se realizan principalmente utilizando células
Treg expandidas in vitro (aisladas e incrementadas en numero mediante activacion policlonal)
(121). La meta final del area clinica de trasplantes corresponde a lograr una “tolerancia
operacional”, en la que los pacientes logren una funcion estable del 6rgano injertado sin
inmunosupresion en condiciones inmunocompetentes. Debido a la creciente preocupacion
respecto a la toxicidad de inmunosupresores y el rechazo cronico, existe un mayor interés en

identificar estrategias alternativas a los inmunosupresores.

6.4. Neuropilina-1y tolerancia inmunolégica

En el caso especifico de la respuesta inmune a trasplantes, se report6 que el tratamiento
con células T CD4+Nrpl+ (en su mayoria células Tregs) incrementa la sobrevida de trasplante
cardiaco alogénico en animales, a través de la inhibicion de produccion de citoquinas pro-
inflamatorias y aumentando la poblacion de células Tregs del animal receptor del trasplante
(122). Esto se correlaciona con evidencia clinica, donde la presencia de Nrpl en células T se
propuso como un predictor del rechazo a trasplante. En un trabajo clinico que compar6
biopsias de trasplante renal de pacientes tolerantes con pacientes en proceso de rechazo del
organo, se encontro que la expresion de Nrpl de los leucocitos infiltrantes del trasplante era
significativamente menor en los pacientes con rechazo, mientras que esta expresion fue mayor

en las biopsias de pacientes con trasplante aceptado (123).

Entre los antecedentes que sugieren que Nrpl participa en la generacion de tolerancia
mediada por células Tregs, también se han descrito resultados previos basados en el modelo
murino de trasplante de piel. Utilizando animales receptores de injertos alogénicos, la
transferencia celular adoptiva de células Tconv CD4+Foxp3-Nrpl- resulta en el rechazo del
trasplante de piel; sin embargo, el tratamiento adicional con células Tregs Nrpl+ promueve la
tolerancia a largo plazo de estos injertos de piel (124). En los ganglios linfaticos drenantes del
injerto de animales tolerantes (tratados con células Tregs Nrpl+), las células Tconv exhibieron
mayores niveles de expresion de las moléculas Nrply Eos en comparacion a las células Tconv
de animales sin tratar, los cuales rechazaron el trasplante de piel (124). Dado que Nrpl y Eos
son marcadores asociados a un perfil regulador, esto sugiere que las células Tconv

“moduladas” en los animales tolerantes podrian haber adoptado funciones inmunosupresoras



in vivo en presencia de las células Tregs Nrpl+, a través de un mecanismo que podria
involucrar la expresion de Nrpl, pero a la fecha estas observaciones no han sido verificadas

utilizando células Tregs Nrpl-deficientes.

En resumen, la evidencia presentada sugiere que: (1) la expresion de Nrpl es
importante para la funcion supresora de Tregs; (2) la produccion de EVs en Tregs también es
relevante para su efecto inmunomodulador; 3) tal como otros marcadores de Tregs descritos,
Nrpl podria estar presente en EVs derivadas de celulas Tregs; y 4) como marcador de
tolerancia, Nrpl podria participar en la funcion supresora por células Tregs. En su conjunto,

estos antecedentes nos permiten generar la siguiente hipotesis de trabajo:



7. HIPOTESIS

La deficiencia de Nrpl altera la funcion supresora de células T reguladoras, reduciendo su
capacidad moduladora sobre células T convencionales y disminuyendo su induccién de

tolerancia en un modelo de trasplante alogénico.

8. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de Nrpl en los mecanismos de funcion supresora de células
Tregs y su capacidad para inhibir a células T CD4+ convencionales pro-inflamatorias

gue median la respuesta de rechazo a alo-injertos.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Obtener, identificar y caracterizar marcadores en linfocitos de animales deficientes
condicionales para Nrp1.
1.1. Obtener e identificar animales deficientes en Nrpl (NrplKO) especificamente en
células Treg Foxp3+.
1.2. Evaluar la expresion de Nrpl, de marcadores inmunoregulatorios y marcadores pro-
inflamatorios en células T de animales control (wt) o Nrp1KO.
2. Evaluar la contribucién de Nrpl en la funcion supresora de células Tregs.
2.1. Evaluar la funcién de Nrpl en células Tregs sobre la proliferacion de células Tconv,
mediante ensayos de supresion in vitro utilizando células Tregs wt o Tregs Nrp1KO.
2.2. Evaluar el rol de Neuropilina-1 en células Treg sobre la respuesta inmune de rechazo
a alo-injertos de piel, utilizando células Tregs wt o Tregs Nrp1KO.
3. Determinar la participacién de Nrpl en la funcién inmune de EVs derivadas de
células Tregs.
3.1. Obtener y caracterizar a EVs derivadas de células Tregs wt o Tregs Nrp1KO.
3.2. Evaluar la funcion de Nrpl en las EVs derivadas de células Tregs, mediante ensayos

de supresion in vitro utilizando EVs de células Tregs wt o de células Tregs Nrp1KO.



3.3. Determinar el rol de Nrpl en EVs de células Tregs sobre la respuesta inmune de
rechazo a alo-injertos de piel, utilizando EV de células Tregs wt o células Tregs
NrplKO.



10. MATERIALES Y METODOS

Reactivos: Medio de cultivo RPMI 1640, suero fetal bovino (FBS), azul de tripano 0,4%, L-
glutamina 200 mM, penicilina 10.000 U/mL estreptomicina 10 mg/mL, HEPES 1M, EDTA
0,5 M y amortiguador fosfato salino (PBS: KH,PO, 1,06 mM, Na;HPO,*7H,0O 2,97 mM,
NaCl 155,17 mM, pH 7,4) se obtuvieron de Gibco Life Techonologies. Brefeldina-A (5
mg/mL) y amortiguador de lisis de glébulos rojos (RBC Lysis Buffer) se obtuvieron de
BioLegend. El trazador de proliferacion celular CellTrace™ Violet se obtuvo de Invitrogen. 2-
Mercaptoetanol (-mercaptoetanol) se obtuvo de Millipore. Mitomicina-C se obtuvo de
Calbiochem. La citoquina recombinante murina IL-10 (rmIL-10) se obtuvo de Preprotech.
PMA (del inglés Phorbol 12-myristate 13-acetate), lonomicina (de Streptomyces conglobatus)
y la albimina de suero bovino (BSA) se obtuvieron de Sigma Aldrich. MgCl, (25 uM), el
amortiguador TAE (40 mM Tris, 40 mM acetato, 1 mM EDTA, pH 8,3) y agarosa (grado
biologia molecular) se obtuvieron de Merck. El suero normal de rata (NRS) se obtuvo de Stem
Cell. El reactivo para tincién de gel de DNA SYBR® Safe se obtuvo de ThermoFisher.

Ratones: Se utilizaron animales macho y hembra de entre 6 a 8 semanas. Las cepas de ratdn
Foxp3“® (125), Nrp1"®/™* (126) y Ragl-KO (127) se obtuvieron desde Laboratorios
Jackson (The Jackson Laboratory, EE.UU). Las cepas de ratén C57BI/6 (haplotipo H-2°),
Balb/c (haplotipo H-2%), F1 (C57BI/6 x Balb/c, haplotipo H-2"%) y Foxp3®™ CD45.1+ (128)
se mantuvieron bajo condiciones libres de patdgenos en las dependencias del bioterio ubicado
en la Facultad de Medicina, Universidad de los Andes. Todos los procedimientos fueron
revisados, aprobados y realizados de acuerdo a las recomendaciones del Comité Etico
Cientifico (CEC) de la Universidad de los Andes, con el respaldo del Comité de Bioética sobre

investigacion en Animales (CBA) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Genotipificacion de los animales Foxp3®™YFP Nrp1fo¥flox v Foxp3CreYFPNppgfoX/fox.
Muestras de tejido (punta de cola) de ratones C57BI/6 (B6), Foxp3°™®"™ Nrp1™ofox y de su
descendencia, se incubaron en 600 uL de amortiguador de lisis alcalino (50 mM NaOH, 0,2
mM EDTA) a 95°C por 2 horas. Luego a temperatura ambiente, se agitaron por 5-10 segundos
y se adicionaron 50 pL del amortiguador estabilizador (1M Tris-HCI, pH 8,0), mezclando
invirtiendo el tubo cuidadosamente. Los tubos se centrifugaron a 10.000 x g por 2 min y se

dejaron reposar. A partir del sobrenadante con DNA genomico, este DNA templado se utilizo



para amplificar las secuencias especificas utilizando el kit TopTag™ Master Mix PCR
(obtenido de Qiagen), siguiendo las instrucciones de manufacturacion. La reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) se realiz6 utilizando 2 uLL de DNA gendmico (100 ng de DNA), 7,5 uL
de TopTaqg Master Mix 2X (conteniendo DNA Polimerasa, amortiguador de PCR y dNTPs);
1,5 puL de Amortiguador de carga CoralLoad; 0,75 uL partidor Forward (0,5 puM
concentracion final); 0,75 pL partidor Reverse (0,5 pM concentracion final); 0,9 pL de
solucion MgCl; (1,5 mM concentracion final); y 1,6 uL de H,O libre de nucleasas, para un
volumen final de 15 uL por reaccion. El programa configurado en el termociclador
convencional fue el siguiente: un ciclo de 95°C por 2 min, 35 ciclos de 94°C por 20 s, 56°C
por 15 s, 72°C por 10 s, 1 ciclo de 72°C por 2 min, y mantencion a 4°C. Las muestras se
cargaron en un gel de Agarosa al 2% en amortiguador TAE con tincion de gel de DNA
SYBR® Safe previamente solidificado y enfriado. Luego que las muestras se resolvieron por
electroforesis en gel de agarosa, las bandas resultantes se visualizaron y registraron en un

transiluminador UV.

Las secuencias de los partidores son las siguientes:

Partidor Secuencia 5' --> 3' Tipo de partidor
Identificacion de Foxp3"™ o Foxp3"™ <"
14125 | CCT AGCCCCTAGTTC CAACC Wild Type Forward (WT-F)
14126 | AAGGTT CCAGTGCTGTTGCT Wild Type Reverse (WT-R)
16250 | AAG ATG TGA GGG ACT ACCTCC TGT A | Mutante Forward (mut F)
16251 | TCCTTCACTCTGATTCTGGCAATTT Mutante Reverse (mut R)
Identificacion de Nrp1"'" o Nrp1"o¢™
19849 | AAG GAG TGG CACAGCATCTT Forward (Nrpl F)
19850 | TCACACCCAAACTTCCTTCC Reverse (Nrpl R)

3Cre/YFP 1f|ox/f|ox 3Cre/YFPN rplflox/flox:

Fenotipificacion de los animales Foxp , Nrp y Foxp

Muestras de sangre de cola de ratones C57BI/6 (B6), Foxp3®™"™ Nrp1fiodiox

y de su
descendencia, se depositaron en tubos con Heparina y centrifugadas a 400 x g por 5 min, 4°C.
Luego de eliminar el sobrenadante, cada muestra se resuspendié en 500 pL de amortiguador

de lisis de globulos rojos (RBC Lysis Buffer) e incubd por 3 min a temperatura ambiente. Las



células se centrifugaron a 400 x g por 5 min, se elimind el sobrenadante y se lavaron con 5 mL
de PBS para eliminar residuos del amortiguador de lisis. Luego, las células se centrifugaron a
400 x g por 5 min y resuspendieron en amortiguador PBS. Finalmente, las células de cada
muestra se analizaron mediante citometria de flujo, utilizando un equipo FACSCanto Il (BD
Biosciences). Se colectaron por experimento aproximadamente 10.000 células por muestra. El
andlisis de los datos se realiz6 utilizando el programa FlowJo version 10.1.

Anélisis de expresion de marcadores por citometria de flujo: Se procedié con la eutanasia
de ratones de genotipo Foxp3©™YF (wt), Foxp3©™YFPNrp1*1%% (het) y Foxp3©™®YFPNrp1fox/fox
(NrplKO) y se extrajeron linfonodos periféricos (LNp), bazo y una muestra de sangre
periférica colectada en tubos con heparina. Los érganos se disgregaron a través de una malla
de filtro de poro de 40 pum (cell strainer) utilizando amortiguador PBS 5% FBS. La muestra de
sangre y las células de los tejidos se centrifugaron a 400 x g por 5 min, resuspendidas en
amortiguador de lisis de globulos rojos (RBC Lysis Buffer) e incubadas por 3 min a
temperatura ambiente. Las células se centrifugaron nuevamente a 400 x g por 5 min, se
elimind el sobrenadante y se lavaron con 25 mL de PBS para eliminar residuos del
amortiguador de lisis. Finalmente, las células se centrifugaron a 400 x g por 5 min y
resuspendieron en amortiguador PBS 5% FBS. Luego de contar las células por exclusion de
células muertas usando azul de tripano 0,4% plv, se depositaron ~1 x 10° células por pocillo
en placas de 96 pozos para citometria, se centrifugaron a 400 x g por 2 min y se marcaron con
los anticuerpos de superficie respectivos. Este marcaje se realizd6 por 30 min a 4°C en
oscuridad, finalizando con dos lavados con PBS 5% FBS y centrifugando a 400 x g por 2 min,
4°C. Luego, las células se fijaron y permeabilizaron usando el kit Fixation/Permeabilization
Staining Kit (obtenido de Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Luego de lavar las células con el amortiguador de permeabilizacion (Permeabilization Buffer),
las células se incubaron con amortiguador de permeablizacion 10% NRS por 15 min a
temperatura ambiente antes de ser marcadas con los anticuerpos para moléculas intracelulares.
Este marcaje intracelular se realizd por 30 min a 4°C en oscuridad, finalizando con dos
lavados con amortiguador de permeabilizacion y centrifugando a 400 x g por 5 min, 4°C. Para
analisis de produccién de citoquinas, ~1 x 10° células se estimularon previamente con 50
ng/mL PMA y 1 pg/mL ionomicina en medio RPMI 10% FBS y 5 pg/mL Brefeldina-A por 4
ha 37°C, CO; 5% en un incubador. Las células se lavaron con amortiguador PBS 5% FBS, se



marcaron con anticuerpos para moléculas de superficie, se fijaron y permeabilizaron. Luego,
las células se marcaron con los anticuerpos para citoquinas, siguiendo el mismo procedimiento
de tincidn intracelular. Las células se analizaron mediante citometria de flujo, utilizando un
equipo FACSCanto Il (BD Biosciences). Se colectaron por experimento 100.000 celulas por

muestra. El andlisis de los datos se realizé utilizando el programa FlowJo version 10.1.

Los anticuerpos de citometria utilizados son los siguientes:

Anticuerpo Clon | Fluorocromo Marca | RRID
Superficie
CD4 RM4-5 PE-Cy7 Biolegend AB_312729
CD4 RM4-5 APC-Cy7 Biolegend AB_312727
CD8 53-6.7 FITC Biolegend AB_312744
CD19 6D5 Brilliant Violet™ 510 Biolegend AB_2562136
CD25 PC61 PerCP Biolegend AB_893290
CD25 PC61 APC-Cy7 Biolegend AB_830744
CD45 30-F11 PE-Cy7 Biolegend AB_312978
CD45 30-F11 Pacific Blue™ Biolegend AB 493535
CD45.1 A20 APC Biolegend AB_313502
CD45.1 A20 Pacific Blue™ Biolegend AB_492866
CD45.2 104 FITC Biolegend AB_313442
CD45.2 104 Pacific Blue™ Biolegend AB_492872
I-A/I-E M5/114.15.2 FITC Biolegend AB_313321
I-A/I-E M5/114.15.2 PE Biolegend AB_313323
CD103 2E7 PE Biolegend AB_1133989
CD49b HMa2 PE-Cy7 Biolegend AB_2561460
Nrpl 3E12 PE Biolegend AB_2561927
Intracelular
Helios 22F6 FITC Biolegend AB 10549181
T-bet 4B10 PE Biolegend AB_2028583
GATA-3 16E10A23 PerCP-Cy5.5 Biolegend AB_2563218
Eos ESB7C2 eFluor™ 660 ThermoFisher | AB_2574242
RORyT B2D APC ThermoFisher | AB_2573254
Foxp3 FIK-16s AlexaFluor™ 488 eBioscience | AB_469916
Foxp3 FJK-16s PE-Cy5.5 eBioscience | AB_11218094
Citoquinas
IFN-y XMG1.2 FITC Biolegend AB_315399
IFN-y XMG1.2 PE Biolegend AB_315401
IL-17A TC11-18H10.1 PE Biolegend AB_315463
IL-17A TC11-18H10.1 APC Biolegend AB_536017
IL-10 JES5-16E3 PE Biolegend AB_315361
IL-10 JES5-16E3 | Brilliant Violet™ 421 Biolegend | AB_10900417




Para la visualizacion de datos de citometria de flujo multiparametrica, se utilizé el software

online Cytobank (www.cytobank.org) con su herramienta viSNE (del inglés visualization of t-

distributed Stochastic Neighbor Embedding) que reduce la dimensionalidad de los datos y
genera un mapa bidimensional, en el que la distancia entre células representa la distancia entre
los parametros celulares analizados en un espacio de alta dimensionalidad (129). Por lo tanto,
las células que son fenotipicamente similares para los marcadores analizados estaran mas
cercanas en un mapa de VISNE bidimensional (130, 131). Para generar los mapas
bidimensionales, las muestras se cargaron en la plataforma online Cytobank, se seleccionaron
las células vivas unitarias basada en tamafio y granulosidad. Entonces, entre 150.000 y
160.000 eventos se extrajeron sub-muestras aleatorias y representativas desde los datos
cargados. Luego del sub-muestreo, el anélisis de VISNE se realiz6 a parametros por defecto
(1.000 iteraciones, semilla aleatoria, indice de perplejidad = 30, indice theta = 0.5). Los mapas
bidimensionales de ViISNE se visualizaron usando la interfaz de Cytobank, la que se empleo
para generar las figuras en codigo de color por nivel de expresion de los marcadores
analizados (opcion por defecto: menor expresion en color azul, mayor expresion en color

rojo).

Preparacion de medio de cultivo libre de EVs: ElI medio de cultivo libre de EVs se prepard
como se ha descrito previamente (49). Brevemente, se prepard6 medio RPMI con FBS 10%
v/v, Penicilina/Streptomicina 1% v/v, HEPES 1% v/v, 2-mercaptoetanol 0,01% v/v (de ahora
en adelante, RPMI completo o cRPMI), pero esta vez suplementado con 20% FBS. Este medio
se sometid a ultracentrifugacion (al menos 16 h) a 100.000 x g en tubos de ultracentrifuga de
polialdbmero de capacidad 11,5 mL (obtenidos en Beckman Coulter) en una ultracentrifuga
Sorvall WX+ (Thermo Scientific), seguido de una filtracion utilizando filtros de tamafio de
poro 0,22 um (obtenidos en Millipore) bajo condiciones de esterilidad. Luego, el medio
depletado de EVs se diluy6 con un volumen adicional de medio RPMI puro sin complementar,

para alcanzar una concentracién final de 10% FBS (desde ahora medio cRPMI libre de EV).

Preparacion y aislamiento de EVs: A partir de animales Foxp3“™' y utilizando los
procedimientos descritos anteriormente, mediante “cell sorting” se obtuvieron células Tconv
CD4+Foxp3- y células Tregs Foxp3®™Y ™" de genotipo wt, het y Nrp1KO. Estas células se

cultivaron en medio cRPMI libre de EV a 1 x 108/mL (por pozo) en placas de cultivo de 24


http://www.cytobank.org/

pocillos (fondo plano), previamente sensibilizadas (“coated”) con una solucion de PBS con
anti-CD3 (clon 145.2c11, Biolegend) a 5 pg/mL y con anti-CD28 (clon 37.51, Biolegend) a 2
pg/mL a 37°C por 2 h. Luego de 72 h, se colectaron sobrenadantes de los cultivos y las EVs se
obtuvieron como se ha descrito previamente (49). Brevemente, las células, restos celulares y
cuerpos apoptéticos se removieron de los sobrenadantes por una serie de centrifugaciones a
300 x g por 5 min, a 2.000 x g por 20 min, y a 10.000 x g por 30 min. Luego de un paso de
filtracion utilizando un filtro de poro 0,22 um (obtenido de Millipore), las EVs sedimentaron
mediante ultracentrifugacion a 100.000 x g por 90 min a 4°C en una ultracentrifuga Sorvall
WX+ (Thermo Scientific). EI medio de cultivo sobrenadante de la ultracentrifugacion (medio
condicionado libre de EVs, o med. cond.) se mantuvo a -80°C para analisis posteriores. Las
EVs sedimentadas se resuspendieron en amortiguador salino PBS vy ultracentrifugadas
nuevamente. Las EVs se resuspendieron en ~100 pL de PBS y mantenidas a -80°C hasta su

uso y analisis posteriores.

Ensayo de supresion in vitro: Se extrajo el bazo de animales C57BI/6, se disgregd y se
lisaron los glébulos rojos. Estos esplenocitos se marcaron con anticuerpos contra I-A/I-E
(MHC-I1) y CD3, usando el procedimiento mencionado anteriormente. Se extrajeron el bazo y
ganglios linfaticos periféricos de animales Foxp3°™"CD45.1+, se disgregaron vy lisaron los
gldbulos rojos usando los métodos mencionados anteriormente. Luego, las células T CD4+ se
enriquecieron mediante purificacion inmuno-magnética utilizando el Mouse CD4+ T Cell
Isolation Kit (obtenido de Stem Cell), siguiendo las instrucciones del manufacturador. Luego,
estas células T CD4+ enriquecidas se marcaron con anticuerpos contra CD4, CD25 y Nrpl
usando el procedimiento mencionado anteriormente. A partir de animales
Foxp3®™®YFP*CD45.2+ con genotipo wt, het o NrplKO se extrajeron el bazo y ganglios
linfaticos periféricos, se disgregaron y lisaron los globulos rojos. Las células T CD4+ se
enriquecieron mediante purificacion inmunomagnética utilizando el mismo método y se
marcaron con anticuerpos contra CD4. Entonces, todas las suspensiones celulares se filtraron
por una malla de filtro de poro de 40 um (cell strainer) y analizadas usando un equipo Cell
Sorter FACSAria Il Fusion (BD Biosciences) para purificar mediante “cell sorting”
especificamente a: (1) la poblacion de esplenocitos MHC-11+CD3-, de ahora en adelante
llamadas APC; (2) la poblacién de células T CD4+CD25-Nrpl-Foxp3®™, de ahora en

3Cre/YFP+

adelante llamadas células Tconv; (3) la poblacion de células T CD4+Foxp , de ahora



en adelante llamadas células Treg wt (Nrpl™), het (Nrp1*™™) o NrplKO (Nrp1o/fiox)
respectivamente. Luego de la purificacion, las células Tconv se marcaron por 10 min a 37°C
con 5 uM CTV, y se lavaron dos veces con RPMI 10% FBS para eliminar exceso de marca
bajo condiciones de esterilidad. Las APC se trataron con Mitomicina-C a 50 pg/mL por 20
min a 37°C, para evitar su posterior proliferacion, y se lavaron dos veces con RPMI 10% FBS.
Finalmente, células Tconv (50.000/pozo) se cultivaron solas (condicion Sin Estimular), o
activadas con APCs (100.000/pozo) y 5 pg/mL anti-CD3 (clon 145-2c11, Biolegend)
(condicion Activadas), solas o co-cultivadas con diferentes proporciones de células Treg wit,
het o Nrp1KO (proporciones Treg:Tconv desde 1:1 a 1:4), en placas de 96 pozos (fondo
redondo) en 200 pL de medio cRPMI a 37°C, 5% CO,. En algunos experimentos, se agregoé la
citoguina rmIL-10 a una concentracion final de 10 ng/mL. En otros experimentos, se agrego
PBS (vehiculo) o EVs derivadas de células Tconv, células Tregs wt o Tregs NrplKO
(concentracion final 5 pg/mL) al inicio del cultivo. Luego de 72 h, las células se cosecharon,
se lavaron con PBS 5% FBS y se marcaron con anticuerpos contra las moléculas de superficie
CD4, CD45.1 y Nrpl utilizando el procedimiento mencionado anteriormente. La proliferacion
in vitro de las células Tconv CD45.1+ se analiz6 por dilucién del marcador CTV por
citometria de flujo utilizando el citbmetro FACSCanto Il (BD Biosciences). El porcentaje de
supresion se calculé como se ha descrito previamente (132). Brevemente, se uso la férmula

descrita a continuacion, donde DIr,., representa el indice de division (del inglés Division
Index) de las células respondedoras incubadas con células Treg, y DIy, representa el indice
de division de las células respondedoras activadas sin Tregs.

DITreg

%Supresion = <1 ) * 100%

" Dlrresp
Para los ensayos de supresion a través de una membrana semiporosa (“transwell”), se
utilizaron placas HTS Transwell® de 96 pocillos con tamafio de poro de 0.4 pm (Cat. No.
CLS3381, Corning). Las células Tconv marcadas con CTV (25.000/pozo) se cultivaron solas,
o0 activadas con APC (50.000/pozo) y 2 pg/mL anti-CD3 en 150 puL de cRPMI en la cdmara
inferior de la placa receptora, y luego de colocar encima el inserto con la membrana semi-
porosa, se adicionaron celulas Treg wt, het o Nrp1KO a diferentes proporciones (Treg:Tconv
desde 1:2 a 1:4) activadas con células Tconv (12.500) y APCs (25.000) y anti-CD3 en la



camara superior en 100 uL de cRPMI por 72 h a 37°C, 5% CO,. La proliferacion de las
células Tconv CD45.1+ se analiz6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.

Trasplante de piel: El procedimiento de trasplante de piel se realiz6 como se ha descrito
previamente (124, 133) y bajo condiciones de esterilidad. Se sometieron a eutanasia animales
F1 (C57BI/6 x Balb/c, haplotipo H-2"%) y la piel de la cola se extrajo cuidadosamente
utilizando pinzas y escarpelo. Se cortaron trozos uniformes (~1 cm?) y se dispusieron en gasa
estéril con amortiguador salino PBS toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se inspeccionaron
los animales Ragl-KO receptores, se determin0 su peso y se anestesiaron con una solucién de
amortiguador salino PBS con ketamina 90 mg/kg peso animal (Ketamine, Alfasan Lab) y
xilazina 10 mg/kg peso animal (Xylavet, Alfasan Lab) por inyeccidn intraperitoneal (i.p.). Los
injertos de piel de cola de raton F1 se trasplantaron y suturaron en la region dorsal de los
animales Ragl-KO utilizando instrumental quirtrgico autoclavado. La sobrevida de los
injertos se monitored tres veces a la semana, y se consideraron rechazados cuando el 80% del

injerto original desapareciera o0 presentase necrosis.

Transferencia celular: A partir de animales Foxp3®™"CD45.1+ y Foxp3Y™ ™ CD45.2+ con
genotipo wt, het o NrplKO, y utilizando los procedimientos mencionados anteriormente de
purificacion y “cell sorting”, se obtuvieron células Tconv y células Tregs. Un dia antes de
recibir el trasplante de piel, los animales Ragl-KO recibieron una dosis de células Tconv
CD45.1+ (150.000/animal), o una dosis de células Tconv CD45.1+ (150.000/animal) junto
con Tregs Foxp3'™" "™ CD45.2+ (50.000/animal) provenientes de animales wt, o het, o
NrplKO mediante inyeccion intravenosa (i.v.). En algunos experimentos, ratones que
recibieron células Tconv CD45.1+, recibieron ademas una dosis subcutanea (s.c.) de 100 pL
de PBS (vehiculo) o PBS conteniendo 5 pg de EVs derivadas de células Tregs wt o células
Tregs NrplKO, en la region dorsal adyacente al sitio donde se injertaria un trasplante de piel
al dia siguiente. A menos que se mencione expresamente lo contrario, luego de 20 dias post-
trasplante se procedid con la eutanasia de los ratones y los LNd se extrajeron y analizaron por

citometria de flujo, mediante los procedimientos mencionados anteriormente.

Ensayo de supresion ex vivo: Las células Tconv CD45.1+ se purificaron y se administraron
via i.v. a animales Ragl-KO solas [“Grupo (i)”], o se co-transfirieron junto con Tregs

CD45.2+ provenientes de animales con genotipo wt [“Grupo (ii)”’] o genotipo NrplKO



[“Grupo (ii1)”’], respectivamente, y al dia siguiente recibieron un trasplante de piel. Los LNd
de los animales se obtuvieron para procesar y analizar las células por grupo experimental.
Utilizando los procedimientos mencionados anteriormente, las células de los LNd se marcaron
con anticuerpos para las moléculas CD4, CD45.1, y tincién de viabilidad utilizando el reactivo
ZombieDye™ NIR (obtenido de Biolegend) y las células T CD4+CD45.1+ vivas provenientes
de los LNd de animales Ragl-KO trasplantados se purificaron mediante “cell sorting” (de
ahora en adelante, células Tconv CD45.1+ ex vivo). Estas células se probaron para analizar
una posible capacidad supresora ex vivo frente a otras células Tconv CD45.2+ frescas
marcadas con CTV (de ahora en adelante, células Tconv CD45.2+ frescas), activadas en
presencia de APCs tratadas con Mitomicina-C y anti-CD3, a proporcion de Tconv CD45.1+ ex
vivo: Tconv CD45.2+ frescas de 1:1 en cRPMI en placas de 96 pocillos (fondo redondo) a
37°C, 5% CO,. Luego de 72 h, la proliferacion de las células Tconv CD45.2+ frescas se
analizo por dilucion del marcador CTV mediante citometria de flujo, como se ha descrito
anteriormente. Se uso la formula descrita a continuacion, donde Dlfyescqs +ex—vivo rEPresenta
el indice de division (del inglés Division Index) de las células respondedoras Tconv CD45.2+
frescas activadas con células Treg wt control o con Tconv CD45.1+ aisladas ex vivo desde los

animales Ragl-KO trasplantados, y DIy,.s), representa el indice de division de las células

respondedoras Tconv CD45.2+ frescas activadas solas.

lerescas +ex —vivo

%NSupresion,, _pive = (1 — > * 100%

Dltreseas
Cuantificacién y caracterizacion de EVs: Se determind el tamafio de particula y la
concentracion de las fracciones obtenidas de EVs, mediante la técnica de Analisis de
Seguimiento de Nanoparticulas (en inglés NTA) utilizando el equipo NanoSight NS300
(obtenido de Malvern Instruments), equipado con un laser de longitud de onda de 532 nm, y
un filtro de paso largo (LP, “long pass’’) de 565 nm. Las muestras de EVs se diluyeron usando
amortiguador salino PBS hasta alcanzar una concentracion dentro del rango de cuantificacién
del equipo (entre 20 y 100 particulas por campo) y las mediciones se realizaron mediante el
registro de 3 videos de 60 segundos cada uno, con una temperatura controlada de 25°C. Para la
caracterizacion de EVs mediante microscopia electronica de barrido (SEM), muestras de EVs

derivadas de células Tregs wt y Tregs NrplKO se procesaron seguin lo descrito previamente



(134). Para la deteccién de Nrpl en la superficie de EVs, las EVs derivadas de células Tregs
wt 0 Nrp1lKO se marcaron con anticuerpos anti-lgG2a-PE (control de isotipo) o anti-Nrpl-PE
por toda la noche a 4°C, se lavaron con PBS, se ultracentrifugaron a 100.000 x g y se
resuspendieron en ~100 uL de PBS antes del analisis por NTA. Los videos registrados se
analizaron con el software NTA NanoSight™ para determinar tamafio y concentracion de las
particulas en suspension. De manera previa a cada medicién, el equipo se calibré utilizando
esferas estandar de latex-poliestireno de 100 nm de didmetro (obtenida de Malvern
Panalytical).

Obtencidn de extractos proteicos totales: Las células Tregs o Tconv cultivadas, asi como las
fracciones de EV obtenidas mediante ultracentrifugacion, se lisaron para obtener extractos
proteicos totales (49, 135). Brevemente, las células y las fracciones de EVs se lavaron en
amortiguador PBS frio (4°C), se resuspendieron en una solucion de lisis RIPA (10 mM Tris-
HCI pH 6,8, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% v/v Triton X-100, 0,1% p/v deoxicolato de
sodio, 0.1% p/v SDS) y se incubaron en hielo por 20 min. Las muestras se mezclaron con
vortex y luego se centrifugaron a 17.200 x g por 20 min. Los sobrenadantes de los lisados se
mantuvieron a -80°C hasta su uso y andlisis posteriores. La determinacion de proteinas totales
se realiz6 con el kit BCA Protein Assay Reagent (Pierce Biotechnology) o el kit DC Protein

Assay (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del manufacturador.

Inmunoblot: A los lisados proteicos totales se les adicion6 una solucion tamponada de carga
RSB 5X (“Resolving Sample Buffer”, 60 mM Tris-HCI pH 6,8, 25% v/v glicerol, 2% p/v
SDS, 5% v/v 2-mercaptoetanol, 0,04% p/v Azul de Bromofenol) a la propocion adecuada, y se
denaturaron a 95°C por 10 min. Las proteinas (10 ug) de cada muestra se resolvieron por
tamafio en geles de poliacrilamida al 10% utilizando un equipo de electroforesis Mini-
PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad). Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa usando un sistema de transferencia humeda Mini Trans-Blot Cell
(Bio-Rad) a 450 mA durante 90 min a 4°C. Luego las membranas se lavaron con TBS 0,1%
v/v Tween20 (TBS-T) y posteriormente se incubaron con solucion de bloqueo (TBS-T con 4%
p/v de leche en polvo descremada) a temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente, se
incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios diluidos en solucion de bloqueo. Se

utilizaron anticuerpos primarios dirigidos contra: anti-Alix (clon 1A12, 1:250), anti-Tsg-101



(clon C-2, 1:250), anti-Calnexina (clon AF18, 1:250), anti-Tubulina-a (clon B-7, 1:250, todos
de Santa Cruz Biotechnologies), anti-B-Actina (clon 8H10D10, 1:10.000, obtenido de Cell
Signalling Technologies) y anti-Nrpl (AF566, 1:2.000, obtenido de R&D Systems). Luego,
las membranas se lavaron tres veces con TBS-T por 10 min a temperatura ambiente, y se
incubaron con anticuerpos secundarios especificos conjugados a peroxidasa (obtenidos de
Jackson ImmunoResearch) en una dilucion 1:8.000 en solucion de blogueo por 1 h a
temperatura ambiente. La visualizacion de la sefial quimioluminiscente se realizo utilizando el
kit SuperSignal West Femto Maximun Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) y la deteccion
se realizd utilizando un equipo fotodocumentador MiniHD9 (Uvitec Ltd., Cambridge, UK).

Las proteinas B-Actina y Tubulina-a se usaron como control de carga.

ELISA: Los sobrenadantes de los ensayos de co-cultivo, y los medios condicionados
derivados del aislamiento de EVs, se colectaron luego de 72 h y se almacenaron a -80°C hasta
su uso posterior de cuantificacion de citoquinas mediante Ensayo de Inmuno-Absorcién
Ligado a Enzima (en inglés ELISA, Enzime-linked Immuno-Sorbent Assay) de tipo
“sandwich”. Brevemente, placas de 96 pozos (fondo plano) se incubaron con una solucién de
amortiguador salino PBS con anticuerpos anti-1L-10 (clon JES5-2A5, Biolegend) o anti-CD63
(clon NVG-2, Biolegend) a 1 pg/mL a 4°C, por toda la noche. Luego de varios lavados con
solucion de lavado PBS 0.05% v/v Tween20 (PBS-T), y un paso de bloqueo con una solucién
de blogueo PBS 2% BSA por 1 h a temperatura ambiente, las muestras se incubaron por 2 h a
temperatura ambiente. Luego de varios lavados con PBS-T, se agregd una solucion de
anticuerpos anti-1L-10 biotilinado (clon JES5-16E3, Biolegend) o anti-CD63 biotilinado (clon
NVG-2, Biolegend) a 1 pg/mL, junto con Streptavidina-HRP (del inglés “horseradish
peroxidase™) a una dilucién 1:1,000 por 1 h temperatura ambiente para detectar las moléculas
inmovilizadas. Luego de varios lavados, se agregd la solucion sustrato con TMB (3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidina, ThermoFisher) para detectar actividad de HRP. La reaccién se detuvo
afiadiendo la solucion de H,SO,4 2N y la absorbancia de cada pozo se midi6 a una longitud de

onda de 450 nm utilizando un lector de absorbancia para microplaca NanoQuant (Tecan).

Expresion de resultados y analisis estadistico: Los datos experimentales son presentados
como el promedio + error medio estandar (SEM) de un numero de experimentos indicados

como (n) o como resultados representativos de al menos 3 experimentos independientes. Los



datos se sometieron a un analisis de varianza y las comparaciones entre los grupos se llevaron
a cabo a través de t-Student, ANOVA, log-Ranky Chi-cuadrado de N-1 (136) (segun
corresponda) mediante el uso del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software). Un valor
p < 0.05 se consider6 como una diferencia estadisticamente significativa entre los datos
comparados.



11. RESULTADOS

11.1. Obtencion de animales con células Treg deficientes en Neuropilina-1.

Mediante la cruza de cepas transgénicas de ratones Foxp3“™"™ (wt) con ratones

Nrp11/M% " se obtuvieron animales con genotipo  Foxp3®"® ™ Nrp1*/fox

(het) y genotipo
Foxp3“YPNrp1™o¥fox  (Nrp1KO), cuyas células Tregs Foxp3+ son heterocigotas y
homocigotas deficientes para la expresion de Nrpl, respectivamente (Figura 1A). Las crias
resultantes de la primera cruza (100% het) se retro-cruzaron con ratones Nrp1"®/™% para
obtener animales con genotipo NrplKO con una frecuencia aproximada del ~25% con

respecto al total de crias (Figura 1A).

El fenotipo de estos animales se determind a la edad de 4 semanas, mediante el
muestreo de sangre periférica para evaluar la frecuencia de células positivas para la proteina
fluorescente amarilla (YFP) mediante citometria de flujo. Como se puede observar en la

Figura 1B, las células de sangre periférica de animales Foxp3“®"™®

present6 una frecuencia
de alrededor de 1,5% de células YFP+, mientras que las células de sangre de animales

C57BI/6 control (B6) no presentaron esta poblacion.

Ademas, el genotipo de los animales se determind mediante la obtencion de DNA
genoémico de una muestra de punta de cola, para evaluar la regién genémica del exén 2 del gen
Nrpl por PCR. Como se puede apreciar en la Figura 1C, en las muestras de animales B6
control y animales Foxp3“™"F" la amplificacién por PCR resulté en una banda de 183 pb,
representando la regién gendmica de Nrpl no alterada. Por otro lado, en las muestras de
animales Foxp3“™Y™ obtenidos de la primera cruza con animales Nrp1"®/f° se observaron
dos bandas de 183 pb y 398 pb, donde la banda de mayor tamafio representa a una copia de
Nrpl con la region gendmica del exén 2 flanqueada por sitios loxP de animales het (Figura
1C). Finalmente, en una muestra representativa de animales Foxp3“™Y™ obtenidos de la
retrocruza de animales het con animales Nrp1"®/™* se observé s6lo una banda de 398 pb, que
representa a ambas copias de Nrpl con la region flanqueada por sitios loxP de animales
NrplKO (Figura 1C).
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Figura 1. Obtencion de animales Nrp1KO condicionales a células Tregs Foxp3+. A) Para
obtener animales deficientes en Nrpl especificamente en células Tregs Foxp3®, animales de
genotipo Foxp3“™Y™ (cuyas células que expresan Foxp3 ademdas expresan la proteina de
fusion reportera YFP/Cre recombinasa) se cruzaron con animales de genotipo Nrp1fioxfox
(cuyas células de todo el organismo poseen ambas copias del gen Nrpl flanqueadas con sitios
loxP). Los animales de la primera progenie poseen el constructo génico Foxp3©™ Y™ pero sélo
una copia del gen Nrpl con sitio loxP, por lo que las células Tregs Foxp3® de ese raton son
heterocigotas para este gen (Foxp3“™ Nrp1*M®™ o het). Luego de un retrocruce de esta
progenie inicial, se obtiene en promedio un 25% de progenie con genotipo homocigoto para
ambas modificaciones génicas. De esta forma, estos animales poseen el constructo génico
Foxp3“™Y y ambas copias del gen Nrp1 con sitio loxP. En estos ltimos, las células Tregs
Foxp3+ son deficientes en Nrpl (Foxp3“® ™Nrp1™™f™* o Nrp1KO). B) Dot plot
representativo mostrando la frecuencia (%) de células Foxp3'™* presentes en células de
muestras de sangre de animales C57BI/6 (B6) control y en animales Foxp3™"™ analizado
por citometria de flujo. C) Resultado de amplificacion por PCR representativo de muestras de
DNA gendmico para la region del exon 2 de Nrpl, en muestras de animales wt, het, Nrp1KO
y B6. La banda de 183 pb representa la region del exon 2 sin alterar; la banda de 398 pb
representa la region del exdn 2 flanqueada por sitios loxP.



11.2. La deficiencia de Nrpl no altera la expresion de otros marcadores caracteristicos
de células Tregs.

La expresion de Nrpl en células Tregs es importante tanto para su fenotipo como su
funcién (113). A pesar de que se ha descrito que las células Treg deficientes en este marcador
tienen una actividad supresora disminuida en modelos de colitis y de tumor, no se ha reportado
que la deficiencia de Nrpl altere la expresion de otras moléculas inmunomoduladoras, por lo
que evaluamos la expresion de Nrpl y de diversos marcadores mediante citometria de flujo
(Objetivo 1.2) en las poblaciones de células Tconv (CD4+Foxp3-) y células Tregs
CD4+Foxp3+ de bazo, linfonodos periféricos (LNp) y de sangre, provenientes de animales

obtenidos e identificados con genotipo wt, het y Nrp1KO.

Nrpl no se detect6 en células Tregs NrplKO (<1% vs. ~85% en Tregs wt, Figura 2A).
La frecuencia de células Tregs que expresan del factor de transcripcion Eos se mantuvo
constante (~70%), independiente de su genotipo (Figura 2A). La frecuencia de expresion del
receptor CD25 se encontrd disminuida en los tres genotipos de células Tregs presentes en bazo
y en sangre, en comparacion a las células Tregs de linfonodos periféricos (80% vs. 60% en
células Tregs de bazo y sangre). Sin embargo, tampoco hubo diferencias en la expresion de
este marcador entre células Tregs wt, het y Nrp1KO (Figura 2A).

En cuanto a otros marcadores asociados a perfil regulador, como CD49b, Helios, CD103
y CD73, no se encontraron diferencias entre los tres genotipos de células Tregs de los tejidos
analizados (Figura 2A). Ademas, al estudiar la expresion a nivel celular por intensidad de
fluorescencia media (MFI) de estos marcadores, tampoco se encontraron diferencias en estos
marcadores (Figura 2C).

Similarmente, no se encontraron diferencias significativas en la expresion de los
marcadores asociados a perfil regulador en la poblacion de células Tconv, excepto en el bazo,
donde se encontrd una disminucion parcial de la frecuencia de Tconv Nrpl+ en animales
NrplKO (~15% versus ~25% en animales wt, Figura 2B).

Dado que previamente se ha relacionado la expresion de Nrpl en células Tregs con su
estabilidad fenotipica (112), se analizd la expresion de Foxp3 y de los factores de
transcripcion representativos de linaje pro-inflamatorio T-bet, GATA-3 y RORyT, asociados a



células pro-inflamatorias de perfil tipo T “helper” (Th)1, Th2 y Thl7, respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas en la frecuencia de expresidén de Foxp3 ni de los factores
de transcripcion T-bet, GATA-3 y RORYT entre los distintos genotipos de células Tregs
estudiados, tanto al analizar su frecuencia como expresion a nivel celular por MFI (Figura
2A-C).

Se utilizé la herramienta VISNE, cuyo algoritmo permite aplicar una reduccion de
dimensionalidad a datos de citometria multiparamétrica, basada en la incrustacion estocastica
de vecinos con distribucion-t (en inglés, “visualization of t-distributed Stochastic Neighbor
Embedding”, t-SNE). Ese analisis permite integrar simultdneamente la informacién de todos
los pardmetros y representar la similaridad fenotipica celular en un mapa bidimensional. Los
ejes (t-SNE1 y t-SNE2) representan variables adimensionales que reflejan diferencias en la
expresion de los marcadores estudiados en las poblaciones identificadas. La herramienta
VISNE fue capaz de diferenciar distintas poblaciones celulares de forma automatica, donde el
mapa “Muestras” representa todas las muestras concatenadas, y a la derecha se observan que
algunas poblaciones estan mayor o menormente representadas en uno u otro de los tejidos
analizados (Figura 3A). Utilizando la expresién de los marcadores CD4, CD8, CD19 y
Foxp3, fue posible determinar la ubicacion de las poblaciones de células Tconv (CD4+Foxp3-
CD8-CD19-), células Tregs (CD4+Foxp3+CD8-CD19-), células T CD8+ (CD4-Foxp3-
CD8+CD19-) y celulas B (CD4-Foxp3-CD8-CD19+), asi como también células no
determinadas (Otras, negativas para todos los marcadores, Figura 3B).

Luego, se analizé mediante ViISNE la expresion de los marcadores inmunoregulatorios
Nrpl, Eos, CD49b y CD25 en las muestras de bazo de los animales wt, het y NrplKO. La
expresion en codigo de calor (heat-map), desde azul (bajo) hasta rojo (alto), con la escala a la
derecha de cada mapa 2D de ViSNE (Figura 3C). La principal diferencia se encontré en la
poblacion de células Tregs Foxp3+, donde la expresion de Nrpl disminuyé drasticamente en
las células de animales NrplKO. Ademas, se confirmd que la expresién de los otros
marcadores se mantuvo constante entre los tres genotipos de Tregs Foxp3+, sin observarse
cambios adicionales en las otras poblaciones de células B, células T CD8+ y células Tconv
(Figura 3C).



En su conjunto, estos resultados sugieren que la deficiencia de Nrpl en células Tregs
Foxp3+ no altera la expresion de otros marcadores de perfil regulador en condiciones de
homeostasis, ni tampoco favorece la co-expresion de marcadores de fenotipo pro-inflamatorio

tipo T-helper (lo que alteraria la estabilidad del fenotipo regulador).
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Figura 2. La deficiencia de Nrpl especifica de Tregs Foxp3+ no altera la expresion de
moléculas inmunomoduladoras. Linfonodos periféricos (LNp), bazo y sangre se extrajeron
de animales Foxp3™Y™ (wild type o wt), Foxp3“™ " ™Nrp1*™* (heterocigotos o het) y
Foxp3©™YPPNrp1oox (homocigoto recesivo o Nrp1KO), procesados y analizados para la
expresion de CD4, CD8, CD19, CD25, CD49b, Foxp3, Eos y Nrpl mediante citometria de
flujo. A) Los graficos muestran la frecuencia obtenida de células Nrpl+, Eos+, CD49b+ y
CD25+ de las poblaciones de células Tregs Foxp3+ en linfonodos periféricos (LNp), bazo y
sangre de animales wt (barras verde oscuro), het (barras verde claro) o NrplKO (barras



blancas). B) Los gréficos muestran la frecuencia obtenida de células Nrpl+, Eos+, CD49b+ y
CD25+ de las poblaciones de células Tconv en bazo, LNp y sangre de animales wt, het o
animales NrplKO. C) Los histogramas muestran la expresion de varios marcadores de
superficie e intracelulares analizados en la poblacion de celulas Tregs CD4+Foxp3+ de
animales wt (linea verde oscuro), animales het (linea verde claro), animales Nrp1KO (linea
negra) o del control negativo respectivo (linea gris sombreada). Para A y B, barras representan
promedio y cada circulo representa un animal. ANOVA de dos vias. * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,001; ns = no significativo. 3-6 animales por condicién, n = 3 experimentos
independientes.
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Figura 3. Anélisis de expresion de marcadores inmunoregulatorios en animales wt, het y
NrplKO mediante ViSNE. Linfonodos periféricos (LNp), bazo y sangre se extrajeron de
animales Foxp3“®™ (wild type o wt), Foxp3“®Y™Nrp1"1™ (heterocigotos o het) y
Foxp3°™YPNrp1mox (homocigoto recesivo o Nrp1KO), procesados y analizados para la
expresion de CD4, CD8, CD19, CD25, CD49b, Foxp3, Eos y Nrpl mediante citometria de
flujo. A) El grafico muestra un analisis de reduccion de dimensionalidad mediante la
herramienta ViSNE, representando la similaridad fenotipica celular en un mapa 2D. A la
izquierda se observan de forma concatenada las poblaciones celulares identificadas por ViSNE
de todos los tejidos, y a derecha se muestran agrupadas por cada tejido analizado. B) El mapa
muestra en codigo de color las poblaciones identificadas como células B (pdrpura), células
Tregs Foxp3™ (naranjo), células Tconv CD4+Foxp3- (verde), células T CD8+ (rojo) y células
sin identificar (Otras, azul) del bazo de animales wt, het y NrplKO. C) Intensidad de
fluorescencia media (MFI) en codigo heat-map de los marcadores inmunoregulatorios Nrpl,
Eos, CD49b y CD25 de células de bazo de animales wt, het y NrplKO mediante ViSNE. Los
datos son representativos de n = 4 experimentos independientes.



11.3. Ladelecion de Nrpl en células Tregs Foxp3+ no afecta la capacidad inhibitoria en
células T CD4+,.

Para determinar la contribucién de Nrpl en la funcion supresora de células Tregs
(Objetivo 2.1), se realizaron ensayos de supresion in vitro convencionales. En resumen,
células Tconv CD4+Foxp3- expresando el marcador congénico CD45.1 se purificaron
mediante cell sorting y se marcaron con el reactivo de seguimiento de proliferacion
CellTrace™ Violet (CTV). Estas células Tconv se activaron con APCs MHC-II* en presencia
de anti-CD3 soluble, solas o en contacto directo con células Tregs Foxp3+, expresando el
marcador congénico CD45.2, con genotipo Foxp3“™®Y™ wt, het o NrplKO, en distintas

proporciones Treg:Tconv (Figura 4A).

Luego de 72 h de co-cultivo, se encontr6 que las células Tregs inhibieron la
proliferacion de las células Tconv (~35% versus ~90% de proliferacion de células Tconv
activadas solas), y tal como era esperado, esta supresién disminuyé de forma dosis-
dependiente con la proporcion de células Tregs en cada condicion (Figura 4B). No se observo
una diferencia significativa entre la supresion ejercida por células Tregs wt, Tregs het y Tregs

Nrp1KO en esta configuracion experimental (Figura 4B-C).

Por lo tanto, al probar la funcién de Tregs en ensayos de supresion in vitro, donde las
celulas se encuentran en contacto entre si, la deficiencia de Nrpl en células Tregs no afecta su

capacidad supresora.
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Figura 4. La deficiencia de Nrpl en céelulas Tregs no altera su capacidad inhibitoria en
ensayos de supresion in vitro. A) Disefio experimental de co-cultivos para ensayos de
supresion in vitro convencionales, como se detalla en Materiales y Métodos. Brevemente, se
aislaron células Tconv a partir de animales Foxp3°""CD45.1+ y se marcaron con CTV; se
aislaron APCs MHC-II+ que se trataron con Mitomicina-C; ademas, se aislaron Treg
Foxp3°™Y™* a partir de animales wt, het y Nrp1KO, respectivamente. Las células Tconv se
cultivaron solas (Sin estimular), o activadas con APCs y anti-CD3 soluble (Activadas), con o



sin células Treg Foxp3™ en diferentes proporciones Treg:Tconv. Luego de 72 h, las células se
analizaron por citometria de flujo para determinar la proliferacién de las células Tconv. B)
Los histogramas muestran la proliferacion de células Tconv activadas solas (linea negra
achurada), o co-cultivadas con células Tregs Foxp3"™"/°™* provenientes de animales wt (linea
verde oscuro), het (linea verde claro) o NrplKO (linea negra). El porcentaje de células que
proliferaron se indica en el mismo codigo de color. C) Porcentaje de supresion de
proliferacion ejercido por las células Tregs wt, het y Nrp1KO, utilizando el indice de division
(“division index” o DI) como se detalla en Materiales y Métodos. Para C, cuadrados
representan promedio + SEM. ANOVA de dos vias; ns = no significativo. n = 3 experimentos
independientes.



11.4. Nrpl en células Tregs Foxp3+ es necesaria para la modulacion in vitro del
fenotipo de células Tconv.

Resultados previos mostraron que durante la induccion de tolerancia a trasplantes
alogénicos mediada por células Tregs Nrpl+, las células Tconv en estos animales incrementan
significativamente la presencia de Nrpl en su superficie, sugiriendo que Nrpl podria ser
transferida in vivo desde las células Tregs hasta las células Tconv (124). Para corroborar esta
observacion en condiciones de activacion in vitro, se co-cultivaron células Tregs Foxp3+ y
células Tconv, y luego de 72 h se evalud la expresion de Nrpl en ambas poblaciones de

células mediante citometria de flujo.

Se encontré que el co-cultivo con células Tregs wt incrementa significativamente la
presencia de Nrpl en células Tconv, lo cual sigue una dosis-dependencia con la proporcion de
células Tregs en cada condicion (Figura 5A-B).Sin embargo, la presencia de este receptor fue
menor cuando las células Tconv se co-cultivaron con células Tregs NrplKO (~12%), en
comparacion a cuando se co-cultivaron con Treg het o Tregs wt (~15% y ~20%,
respectivamente para la proporcion 1:1 de Treg:Tconv), como se puede ver en la Figura 5B.
De forma paralela, se observo que las células Tregs wt y het disminuyeron de forma gradual y
significativa su presencia propia del receptor Nrpl al ser co-cultivadas con un mayor nimero

de células Tconv (Figura 5C).

Estos resultados sugieren que la modulacion in vitro del fenotipo de las células Tconv
(incremento de Nrpl en su superficie) es dependiente de la expresion de Nrpl en las células

Tregs Foxp3+.
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Figura 5. Nrpl es requerida para la modulacion de fenotipo in vitro de células T CD4+
convencionales mediado por Tregs Foxp3+. Células Tconv, APCs y células Treg Foxp3+ se
incubaron en un ensayo de supresién in vitro y analizadas por citometria de flujo. A) Los dot
plot muestran la expresion de Nrpl en las células Tconv CD45.1+ sin estimular, activadas o
co-cultivadas con células Tregs wt, het 0 Nrp1KO en distintas proporciones. Los nimeros en
codigo de color dentro del dot plot representan el porcentaje (%) de células Tconv Nrpl®. B)
Los graficos de barra muestran la frecuencia acumulada de Tconv Nrpl® cultivadas solas
(barras negras), o co-cultivadas con células Tregs wt (barras verde oscuro), Tregs het (barras
verde claro) o Tregs Nrp1KO (barras blancas). Los graficos estan separados por proporcién de
Treg:Tconv (1:1; 1:2; 1:4). C) Los gréficos de barra muestran la frecuencia acumulada de
células Treg Nrpl+ frescas (PS, post-sorting), activados solos o con células Tconv en
distintas proporciones. Los graficos estan separados por genotipo de Treg (arriba wt, al medio
het, abajo NrplKO). Para B y C, barras representan promedio + SEM. t-Test de Student, * p <
0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001, ns = no significativo. Para B, proporcion Treg:Tconv (1:1),
p = 0,004 Activadas vs wt; p = 0,010 Activadas vs het; p = 0,018 Activadas vs NrplKO; p =
0,0126 wt vs het; p = 0,036 wt vs Nrp1lKO; p = 0,360 het vs Nrp1KO; proporcion Treg:Tconv
(1:2), p = 0,002 Activadas vs wt; p = 0,030 Activadas vs het; p = 0,099 Activadas vs
NrplKO; p = 0,749 wt vs het; p = 0,046 wt vs NrplKO; p = 0,133 het vs NrplKO; proporcion
Treg:Tconv (1:4), p = 0,050 Activadas vs wt; p = 0,043 Activadas vs het; p = 0,160 Activadas
vs Nrpl1KO; p = 0,493 wt vs het; p = 0,652 wt vs Nrp1lKO; p = 0,160 het vs Nrp1KO. Para C,
parawt, p = 0,014 (1:1) vs (1:2); p = 0,005 (1:1) vs (1:4); p = 0,007 (1:2) vs (1:4); para het, p
= 0,028 (1:1) vs (1:2); p = 0,017 (1:1) vs (1:4); p = 0,956 (1:2) vs (1:4). n =3 experimentos
independientes.



11.5. Nrpl contribuye a la funcion de células Tregs Foxp3+ contacto-independiente.

Considerando que no se observo una diferencia robusta entre la capacidad supresora de
las células Tregs wt, het y Nrp1KO en ensayos de supresion convencionales, se realizd un
ensayo de supresion independiente del contacto célula-célula (es decir, de tipo ‘contacto-
independiente’), a través del uso del sistema de co-cultivo en “transwell” (Figura 6A). En
este sistema, las células Tconv respondedoras y las células Tregs supresoras se encuentran
fisicamente separadas por una membrana semi-porosa que impide el paso celular, pero permite

el paso de factores solubles (como metabolitos, citoquinas o EVs de tamafio menor).

Usando este disefio experimental, se encontrd una diferencia significativa entre la
funcién supresora de células Treg wt y Treg NrplKO (~30% versus ~60% de supresion en
“transwell ”, respectivamente, en la proporcion Treg:Tconv de 1:2), como se puede observar

en la Figura 6B y Figura 6C.

De forma anéloga a los resultados obtenidos anteriormente, la presencia de Nrpl en las
células Tconv de la cAmara inferior se encontrd disminuida al ser co-cultivadas en “transwell ”
con células Tregs Nrp1KO en la cdmara superior (~8% versus 17% utilizando Tregs wt, para

la proporcién 1:2 de Treg:Tconv) como se puede apreciar en la Figura 6D.

Por lo tanto, en su conjunto, estos analisis funcionales sugieren que la expresion de Nrpl
en células Tregs Foxp3+ no es necesaria para suprimir la proliferacion in vitro de células
Tconv cuando ocurre contacto directo célula-célula; pero que es esencial para una correcta
supresion in vitro independiente de contacto (a través de una membrana semi-porosa).
Ademas, los resultados sugieren que el aumento de expresion de superficie del receptor Nrpl
en las células Tconv activadas in vitro se ve significativamente favorecido cuando a su vez las
células Tregs expresan apropiadamente este marcador, tanto en ensayos de supresion

convencionales como en la modalidad “transwell” 0 contacto-independiente.
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Figura 6. Nrpl es requerida para la modulacion de fenotipo in vitro y la funcion
supresora en “transwell” de células Tregs sobre células Tconv. A) Disefio experimental de
co-cultivos para ensayos de supresion in vitro contacto-independiente. Células Tconv, APC y
células Tregs se obtuvieron como se detalla en Materiales y Métodos. Las células Tconv se
marcaron con CTV y cultivaron en la camara inferior solas (Sin estimular), o activadas con
APC vy anti-CD3 soluble (Activadas), solas o con células Treg Foxp3+ wt, het o NrplKO
ubicadas en la camara superior en diferentes proporciones, separados de las células Tconv por
una membrana semi-permeable. Luego de 72 h, se analizo la proliferacion y expresion de



superficie de Nrpl en células Tconv, y la capacidad supresora de células Tregs por citometria
de flujo. B) Los histogramas muestran la proliferacion de las celulas Tconv activadas solas
(linea negra achurada) o co-cultivadas en “transwell ” con células Tregs Foxp3+ provenientes
de animales wt (linea verde oscuro), het (linea verde claro) o NrplKO (linea negra). El
porcentaje de células que proliferaron se indica en el mismo cddigo de color. C) Porcentaje de
supresion de proliferacion ejercido por las celulas Tregs wt, het y NrplKO, utilizando el
indice de division (“division index” o DI), detallado en Materiales y Métodos. D) Frecuencia
acumulada de células Tconv Nrpl+ de la cdmara inferior cuando se co-cultivaron en
“transwell ” con células Tregs wt (barras verde oscuro) o Tregs NrplKO (barras blancas).
Para C y D, los simbolos y las barras (respectivamente) representan promedio + SEM. En C,
T-test pareado, * p < 0,05; ns = no significativo; proporcion (1:2) wt vs Nrp1KO p < 0,05; wt
vs het p > 0,05; het vs Nrp1KO p > 0,05; proporcion (1:4) wt vs NrplKO p < 0,05; wt vs het p
> 0,05; het vs Nrp1KO p > 0,05. En D, t-Test de Student, * p < 0,05; ns = no significativo.
Para D, proporcion (1:2), p = 0,017 wt versus Nrp1KO; proporcion (1:4), p = 0,047 wt versus
NrplKO. n = 3 experimentos independientes.



11.6. Células Tregs Foxp3+ requieren Nrpl para la induccion de tolerancia a
trasplantes.

Para determinar la participacion de Nrpl en la induccion de tolerancia a alo-injertos
(Objetivo 2.2), y con el proposito de elucidar méas extensivamente la relevancia y contribucion
de Nrpl en la actividad supresora de células Tregs, se estudio su funcién in vivo en un modelo

de trasplante de piel (Figura 7A).

Para ellos, se utilizé la cepa Ragl-KO, cuyos animales son inmunocomprometidos
pues carecen de células B y T maduras en su sistema inmune, lo que permite estudiar
especificamente la funcion de células T transferidas al animal. En resumen, células Tconv y
células Tregs Foxp3" se purificaron e inyectaron por via intravenosa a ratones Ragl-KO. Al
dia siguiente, estos animales se trasplantaron con injertos de piel de cola provenientes de un
raton F1 (C57BI/6 x Balb/c, semi-alogénicos), y la sobrevida de los trasplantes se monitore6
tres veces a la semana (Figura 7A).

Luego de 20 dias post-trasplante, se encontré que la frecuencia de sobrevida de los
trasplantes de piel fue menor cuando las células Tconv son co-transferidas con Treg Nrp1KO
(~17% sobrevida), en comparacion con la sobrevida de trasplantes en animales que recibieron
Tregs wt (~75% sobrevida) o Tregs het (~50% sobrevida, Tabla 1). Esto se confirmo
realizando experimentos de sobrevida a largo plazo, en donde hasta 50 dias post-trasplante, el
grupo de animales tratado con células Tregs wt tiene significativamente mayor sobrevida de
aloinjerto (~65%), en comparacion al grupo con células Tregs het o Tregs Nrp1KO (~20% y

~18% respectivamente, Figura 7B).

Estos resultados demuestran que la expresion de Nrpl en células Tregs es esencial para
ejercer su funcién supresora in vivo, en el contexto inflamatorio de la respuesta inmune a

trasplante de piel alogénico.



o

. Tratamiento Estado al dia 20 Sobrevida del
Grupo experimental

animales  (transferencia celular) v X trasplante (%)
Control de trasplante 4 Sin células 4 0 100
Control de rechazo 4 CD45.1* Tconv 0 4 0
. CD45.1* Tconv
Control de tolerancia 4 + CDA45.2* Tregs wt 3 1 75
. CD45.1* Tconv
Grupo experimental 4 + CD45.2" Tregs 2 2
D45.1*
Grupo experimental 6 €D4s.1" Teonv 1 5 17

+ CDA45.2" Tregs Nrp1KO

Tabla 1. Estatus de injertos de piel alogénica en animales Ragl-KO trasplantados.

La tabla resumen muestra el nimero de animales, las poblaciones celulares transferidas, el
estado del trasplante (aceptado o rechazado) y el porcentaje de sobrevida en los diferentes
grupos experimentales mencionados luego de 20 dias post-trasplante. Se muestran los
resultados de un experimento representativo. n = 4 experimentos independientes.
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Figura 7. Las células Tregs NrplKO son incapaces de inducir tolerancia a trasplantes de
piel alogénica. A) Disefio experimental para induccion de tolerancia a alo-injertos in vivo. Se
aislaron células Treg Foxp3™ y células Tconv como se encuentra descrito en Materiales y
Métodos. Células Tconv se transfirieron por via intravenosa (i.v.) a ratones Ragl-KO, solas o
co-transferidas con células Tregs wt, het o NrplKO. Al dia siguiente, los animales se
trasplantaron con piel semi-alogénica, y se monitorearon tres veces por semana. B) Grafico de
sobrevida de los trasplantes en experimentos a largo plazo (> 50 dias) en el grupo control sin
transferencia celular (negro), trasplante con transferencia so6lo Tconv (azul), Tconv co-
transferidos con Tregs wt (verde oscuro), o con Tregs het (verde claro) o Treg Nrp1KO (negro
con linea punteada). Para B, test de log-Rank, * p < 0,05; ns = no significativo. z = 3,76, p <
0,05 para Tconv vs + wt Tregs; z = 2,39, p < 0,05 para Tconv vs + het Tregs; z = 1,73, p >
0,05 para Tconv vs + NrplKO Tregs; z = 1,5, p > 0,05 para + wt Tregs vs + het Tregs; z =
2,07, p < 0,05 para + wt Tregs vs + het Tregs; z = 0,47, p > 0,05 para + het Tregs vs +
NrplKO Tregs. Se muestran los resultados de un experimento representativo. El nimero entre
paréntesis indica el nimero de animales estudiados. n = 2 experimentos independientes.



11.7. Células Tregs requieren Nrpl para modular el fenotipo de Tconv in vivo.

Debido a que nuestras observaciones anteriores indicarian que Nrpl participa en la
modulacién del fenotipo de células Tconv durante ensayos de supresion in vitro, se analizé la
expresion de los marcadores de perfil regulatorio Nrpl y Eos en las células Tconv CD45.1+

presentes en LNd del injerto.

Al analizar el fenotipo de las células Tconv de los distintos grupos experimentales, se
obtuvieron diferencias dependiendo del genotipo de células Tregs utilizado. Siguiendo una
tendencia similar a lo observado en los experimentos in vitro, se encontrd6 una mayor
frecuencia de células Tconv Nrpl+ en los animales que recibieron células Treg wt y que
aceptaron el alo-injerto (~30% versus ~10% Tconv Nrpl+ en animales control de rechazo que
solo recibieron Tconv, Figura 8A-B). Por otro lado, en los animales que recibieron células
Tregs NrplKO y que rechazaron el aloinjerto, la frecuencia de células Tconv Nrpl+ fue
similar a la del grupo control de rechazo (~11% versus ~10% de Tconv Nrpl® del grupo
control) como se puede ver en la Figura 8A-B. Del mismo modo, al analizar la expresion del
factor de transcripcion Eos en estas células, solo el tratamiento con células Tregs wt aumento
significativamente la frecuencia de células Tconv Eos+ (~20% versus 14% Tconv Eos" del
grupo control rechazo); no asi el tratamiento con células Tregs het o Nrp1KO (~10% en ambos

grupos, Figura 8A'y 8C).

Cabe mencionar que los niveles de expresion de Nrpl en los tres tipos de células Tregs
utilizadas se mantuvo acorde al genotipo (Figura 8D), mientras que la expresion de Eos en las

celulas Tregs de los tres genotipos analizados se mantuvo inalterada (Figura 8F).

En su conjunto, estos resultados sugieren que la expresion de Nrpl en células Tregs
también podria ser relevante para la poblacion de células Tconv, aumentando la expresion de

Nrpl (y Eos) en éstas ultimas durante la induccion de tolerancia a trasplante.
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Figura 8. Células Tregs Nrpl+ son requeridas para el incremento de expresion de Nrpl
y Eos por células Tconv durante la generacion de tolerancia a trasplantes de piel. Células
Tconv y Treg Foxp3™ se transfirieron a ratones Ragl-KO trasplantados con injertos
alogénicos, y al finalizar el experimento sus células de LNd se analizaron por citometria de
flujo. A) Gréaficos de contorno representativos muestran la expresion de Nrpl y Eos en células
Tconv de los animales trasplantados de los distintos grupos. Los numeros muestran el
porcentaje (%) de células positivas para el marcador respectivo. B) El grafico de barras
muestra la frecuencia acumulada de Tconv Nrpl+ frescas (PS, post-sorting) o Tconv Nrpl+
de los grupos de animales trasplantados que sélo recibieron Tconv (barra negra), o con células
Tregs wt (barra verde oscuro), o con Tregs het (barra verde claro) o con Tregs NrplKO (barra
blanca). C) El gréafico de barras muestra la frecuencia acumulada de Tconv Eos+ frescas (PS,



post-sorting) o de animales trasplantados de los grupos mencionados. D) Gréaficos de contorno
representativos muestran la expresion de Nrpl y Eos en células Tregs de los animales
trasplantados de los distintos grupos. Los nameros muestran el porcentaje (%) de células
positivas para el marcador respectivo. E) El grafico de barra muestra la frecuencia acumulada
de Treg Nrpl+frescas (PS, post-sorting) o de los grupos de animales trasplantados que
recibieron Tconv con Treg wt (barra verde oscuro), o con Treg het (barra verde claro) o con
Treg NrplKO (barra blanca). F) El grafico de barra muestra la frecuencia acumulada de
células Tregs Eos+ frescas (PS, post-sorting) o de Tregs Eos+ de animales trasplantados de
los grupos mencionados anteriormente. Para B-C y E-F, barras representan promedio £ SEM
y cada circulo corresponde a un animal. PS: expresion post-sorting (recién aisladas). ANOVA
de una via, * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; ns: no significativo. Para B, p = 0,012 para
Tconv vs + wt Treg; p = 0,028 para + wt Tregs vs + het Tregs; p = 0,009 para + wt Tregs vs +
NrplKO Tregs. Para C, p = 0,044 para Tconv vs + wt Tregs; p = 0,039 para Tconv vs + het
Tregs; p = 0,006 para + wt Tregs vs + het Tregs; p = 0,013 para + wt Tregs vs + NrplKO
Tregs. Para E, p = 0,008 para + wt Tregs vs + het Tregs; p < 0,0001 para + wt Tregs vs +
NrplKO Tregs; p = 0,0005 para + het Tregs vs + Nrp1KO Tregs. Se muestran los resultados
de un experimento representativo con 4-6 animales por grupo (un punto graficado por raton).
n = 3 experimentos independientes.



11.8. La deficiencia de Nrpl en células Tregs altera su perfil de expresion de citoquinas.

La secrecion de citoquinas anti-inflamatorias (y una baja produccién de citoquinas pro-
inflamatorias) por parte de las células Tregs es fundamental para la correcta funcidn supresora
frente a la respuesta inmune de rechazo a trasplantes (114, 137, 138). Considerando que
nuestros resultados muestran que las células Tregs NrplKO no son capaces de inducir
tolerancia a largo plazo a alo-injertos de piel, se evalué el perfil de expresion de citoquinas en
las células Tregs de los distintos grupos experimentales, con el objetivo de comprender mejor

el mecanismo involucrado.

Se encontrd que el~20% de las células Tregs het y Nrp1KO producen la citoquina pro-
inflamatoria IFN-y (IFN-y+) durante la respuesta in vivo al alo-injerto, en comparacion con el
~10% de células Tregs wt (Figura 9A-B). No se encontraron diferencias en la frecuencia de
células Tregs productoras de la citoquina pro-inflamatoria IL-17A (IL-17A+) o productoras de
ambas citoquinas (“doble positivas”; IFN-y+IL-17A+) entre los tres genotipos analizados
(Figura 9A y C-D). Al analizar la produccion de la citoquina anti-inflamatoria IL-10, se
encontré que solo el ~4% de las células Tregs het y NrplKO la producen (IL-10+), en

comparacion con el ~10% de células Tregs wt IL-10+ (Figura 9E-F).

Por lo tanto, nuestros resultados indican que la deficiencia de Nrpl en células Tregs no
solo afectaria negativamente la produccion de IL-10, sino que ademas favorece la produccion

de IFN-y durante la respuesta inmune al trasplante.
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Figura 9. La ausencia de Nrpl altera la produccion de las citoquinas IFN-y e IL-10 de
células Tregs Foxp3+. Células Tconv y Treg Foxp3® se transfirieron a ratones Ragl-KO
trasplantados con injertos alogénicos, y al finalizar el experimento sus células de LNd se
analizaron por citometria de flujo. A) Dot plot representativos muestran la expresion de las
citoquinas pro-inflamatorias IFN-y e IL-17A en células Tregs CD45.2+ de los grupos de
animales trasplantados que recibieron los distintos tipos de células Tregs. Los numeros
representan la frecuencia de células positivas para cada citoquina. B) El grafico de barras
muestra la frecuencia de células Tregs IFN-y" de los grupos de animales trasplantados que
recibieron Tconv con Tregs wt (barra verde oscuro), o Tregs het (barra verde claro), o Tregs
Nrp1KO (barra blanca). C) El grafico de barras muestra la frecuencia de células Treg IL-17A"
de los grupos de animales mencionados anteriormente. D) El gréafico de barras muestra la
frecuencia de células Tregs IFN-y" IL-17A" (doble positivos) de los grupos de animales



mencionados anteriormente. E) Dot plot representativos muestran la expresion de la citoquina
anti-inflamatoria IL-10 en células Tregs Foxp3+ en los distintos grupos. Los numeros
representan la frecuencia de células positivas para IL-10. F) EIl grafico de barras muestra la
frecuencia de células Tregs IL-10" de los grupos de animales mencionados anteriormente.
Para B-D y F, barras representan promedio £ SEM vy cada circulo corresponde a un raton.
ANOVA de una via, * p < 0,05; ns: no significativo. Para B, p = 0,020 para + wt Tregs vs +
NrplKO Tregs. Para F, p = 0,037 para + wt Tregs vs + het Tregs; p = 0,035 para + wt Tregs
vs + NrplKO Tregs. Se muestran los resultados de un experimento representativo. n = 3
experimentos independientes.



11.9. IL-10 participa en la modulacion del fenotipo de células Tconv in vitro.

Nuestras observaciones anteriores indican que las células Tregs NrplKO producen
menores niveles de IL-10 durante la respuesta inmune contra trasplantes de piel, lo que podria
dar cuenta de una menor funcidn supresora. Se ha descrito que IL-10 es esencial para
mantener la tolerancia inmunoldgica en el organismo (30), y al co-cultivar células Tconv con
células Tregs wt o NrplKO, la presencia de Nrpl en células Tconv resultd ser menor con
células Treg NrplKO (Figura 5). Considerando esto, se evalud la participacion de IL-10 en la
modulacion del fenotipo in vitro de células Tconv, especificamente el incremento de Nrpl en

células Tconv.

Para determinar si IL-10 modula la presencia de Nrpl en células Tconv, se realizaron
co-cultivos in vitro adicionales de células Tconv con células Tregs de los distintos tipos, pero
esta vez adicionando la citoquina recombinante murina I1L-10 (rmIL-10). Luego de 72 h, se
evalud la expresion de Nrpl en las células Tconv mediante citometria de flujo, como se
describe en detalle en Materiales y Meétodos. Se encontr6 que las células Treg wt
incrementaron significativamente la presencia de Nrpl en las células Tconv (~30% Tconv
Nrpl+), en comparacion a cuando se co-cultivaron con células Treg NrplKO o cultivadas
solas (~20% Tconv Nrpl+ en ambos casos, Figura 10A). Notablemente, la adicion de la
citoquina rmIL-10 al co-cultivo de células Tconv con células Tregs NrplKO incremento la
presencia de Nrpl en las células Tconv (~30% Tconv Nrpl+), a niveles comparables con el
incremento utilizando celulas Tregs wt (Figura 10A). Es decir, la adicion de rmIL-10 al co-
cultivo parece “rescatar” el incremento de Nrpl (modulacion del fenotipo) en células Tconv al

co-cultivarlas con células Tregs Nrp1KO.

Con el proposito de esclarecer la relevancia de I1L-10 en estos ensayos, se volvié a
tomar una aproximacion in vitro y se determinaron los niveles de IL-10 presentes en el
sobrenadante de co-cultivos de células Tconv y células Tregs de genotipo wt o NrplKO
mediante ELISA. En comparacion a los sobrenadantes de células Tconv activadas solas, se
detecto un nivel mayor in vitro de IL-10 en los sobrenadantes de células Tconv co-cultivadas
con células Tregs wt (Figura 10B). Por otro lado, los sobrenadantes de células Tconv co-
cultivadas con células Tregs NrplKO presenté menor nivel de IL-10 en comparacién a los

sobrenadantes con células Tregs wt (Figura 10B). Este resultado indica que en co-cultivos de



células Tregs con células Tconv activadas, en presencia de células Tregs NrplKO hay

menores niveles de 1L-10 in vitro.

En su conjunto, estos resultados sugieren que IL-10 participa en la modulacién del

fenotipo de células Tconv in vitro en presencia de células Tregs Foxp3+.
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Figura 10. IL-10 participa en la modulacion del fenotipo de células Tconv in vitro. Células
Tconv se cultivaron in vitro solas o co-cultivadas con células Tregs Foxp3+ wt o NrplKO
como se describe en Materiales y Métodos. A) Los graficos de barra muestran la frecuencia
acumulada de células Tconv Nrpl+ activadas solas (barra negra), co-cultivadas con células
Tregs wt (barra verde oscuro), células Tregs NrplKO (barra blanca), y co-cultivadas con
celulas Tregs wt o Nrp1KO con la adicion de rmIL-10 (concentracion final 10 ng/mL) (barra
verde oscuro achurada o barra blanca achurada, respectivamente). B) Los sobrenadantes del
cultivo se analizaron para cuantificar IL-10 mediante ELISA. El grafico de barras muestra la
absorbancia asociada a los niveles de IL-10 en los sobrenadantes de células Tconv activadas
solas (barra negra), co-cultivadas con células Tregs wt (barra verde oscuro) o células Tregs
NrplKO (barra blanca). Para A y B, las barras representan el promedio + SEM. ANOVA de
una via, * p < 0,05; ** p < 0,01; ns = no significativo. Para A, p = 0,048 para Tconv vs + wt
Tregs; p = 0,042 para + wt Tregs vs + NrplKO Tregs; p = 0,036 para + NrplKO Tregs vs +
NrplKO Tregs mas IL-10. Para B, p = 0,009 para Tconv vs + wt Tregs; p = 0,036 para + wt
Tregs vs + NrplKO Tregs. n = 3 experimentos independientes.



11.10. Células Tregs Nrpl+ disminuyen la frecuencia de células Tconv productoras de

IFN-y in vivo.

Durante la respuesta inmune contra el trasplante alogénico mediado por células T
CD4+, la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y e IL-17A son parte de los
mecanismos que amplifican la respuesta, culminando con la necrosis del tejido injertado y el
rechazo (139, 140). Considerando que la expresion de Nrpl en células Tregs esté involucrada
en la modulacién de fenotipo (expresion de Nrpl y Eos) de células Tconv, se analizé el perfil
de produccion de citoquinas en la poblacion de células Tconv de los LNd de los animales

trasplantados, como parte del Objetivo 2.2

Se encontré un ~40% de las células Tconv IFN-y* en el grupo de control de rechazo
(s6lo Tconv). Sin embargo, esta frecuencia disminuy6 a ~12% en los animales que recibieron
células Tconv con células Tregs wt (Figura 11A-B). Esta disminucion fue significativamente
menor en el grupo que recibié células Treg NrplKO (~25% células Tconv IFN-y*, Figura
11A-B). No se encontraron diferencias en la frecuencia de células Tconv IL-17" o doble
positivas IFN-y" IL-17" entre los grupos que recibieron células Tregs de distinto genotipo
(Figura 11Ay C-D).

Por lo tanto, las células Tregs Nrp1KO disminuyen parcialmente la produccion de IFN-
vy en las células Tconv, lo que también contribuiria a esclarecer la incapacidad de Tregs

NrplKO para inducir tolerancia al trasplante.
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Figura 11. Células Tregs Nrpl+ modulan el perfil de secrecion de citoquinas de Tconv
durante la aceptacién de trasplantes in vivo. Células Tconv y células Treg Foxp3+ se
transfirieron a ratones Ragl-KO trasplantados con injertos alogénicos, y al finalizar el
experimento las células de los LNd fueron analizadas por citometria de flujo. A) Dot plot
representativos muestran la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias IFN-y e IL-17A en
células Tconv en los distintos grupos de animales trasplantados. Los nimeros representan la
frecuencia de células positivas para cada citoquina. B) El grafico de barras muestra la
frecuencia de células Tconv IFN-y+ de los grupos de animales trasplantados que recibieron
Tconv con células Tregs wt (barra verde oscuro), o con células Tregs het (barra verde claro), o
con celulas Tregs NrplKO (barra blanca). C) EIl gréfico de barras muestra la frecuencia de
células Tconv IL-17A+ o de células Tconv IFN-y" IL-17A" (doble positivos) en D). Para B-
D, barras representan promedio + SEM y cada circulo corresponde a un raton. ANOVA de
una via, * p < 0,05; ** p < 0,01; ns: no significativo. Para B, p = 0,006 para Tconv vs + wt
Tregs; p = 0,036 para Tconv vs + het Tregs; p = 0,041 para Tconv vs + NrplKO Tregs; p =
0,042 para + wt Tregs vs + Nrp1KO Tregs. Para C, p = 0,044 para Tconv vs + wt Tregs. Se
muestran los resultados de un experimento representativo. n = 3 experimentos independientes.



11.11. Células Tregs Nrpl+ convierten células Tconv a células T supresoras in vivo a

través de tolerancia infecciosa.

Considerando que las células Tregs wt son capaces de inducir la expresion de
biomarcadores de regulacion (Nrpl y Eos) y disminuir la produccion IFN-y en células Tconv,
es posible especular que las células Tconv pudieron adquirir un fenotipo/funcién
inmunomoduladora. Esto podria ocurrir a través del proceso de “tolerancia infecciosa”, en el
que una poblacion linfoide supresora puede conferir capacidad supresora a otra, como se ha
descrito previamente (141, 142). Para comprobar esto, células Tconv CD45.1+ se purificaron
de los LNd de animales trasplantados tratados con células Treg wt o Nrp1KO, y se analizo su
posible funcion inhibitoria in vitro sobre células Tconv frescas CD45.2" marcadas con CTV,
en lo que se denomina un ensayo de supresion ex vivo (Figura 12A).

Cuando los animales trasplantados son tratados con Tregs wt (tolerantes a alo-injertos de
piel), las células Tconv de estos animales también ejercieron funcion inhibitoria ex vivo sobre
células Tconv frescas (~55% de proliferacion versus 90% de proliferacion de Tconv CD45.2+
frescas activadas con células Tconv de animales control de rechazo, Figura 12B-C). En linea
con esto, las células Tconv de los animales que recibieron Tregs Nrp1KO no muestran funcion
supresora ex vivo Yy, por el contrario, no se diferencian de las Tconv del grupo de animales
control de rechazo (~105% de proliferacion versus 90% de proliferacion de Tconv CD45.2+
frescas activadas con células Tconv de animales control de rechazo), como se puede observar
en la Figura 12B-C. En su conjunto, estos resultados sugieren que las células Tconv
“moduladas in vivo por células Tregs NrplKO” también tienen diferencias funcionales con
respecto a las células Tconv “moduladas por células Tregs wt”. En otras palabras, células
Tregs Nrpl+ son capaces de inducir o “infectar” a células Tconv con un fenotipo y funcion

inmunosupresor.
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Figura 12. Células Tregs Nrpl+ modulan la funcion inmune de Tconv durante la
respuesta a trasplante in vivo. Células Tconv y Tregs Foxp3+ se transfirieron a ratones
Rag1-KO trasplantados con injertos alogénicos. A) Los animales se sometieron a eutanasia y
se extrajeron los LNd. Sus células se marcaron con anticuerpos y las Tconv CD4'CD45.1" se
purificaron mediante cell sorting para estudiar su capacidad supresora ex vivo sobre células
Tconv CD45.2" frescas marcadas con CTV y activadas con APC y anti-CD3 soluble por 72 h.
B) Los histogramas representativos muestran la proliferacion de Tconv CD45.2" frescas (Sin
estimular, blanca), activadas solas (Activadas, gris oscuro), en presencia de Treg wt frescos
(naranja), o células Tconv CD45.1" provenientes de animales Ragl-KO trasplantados que
recibieron s6lo Tconv [Grupo (i), azul], Tconv + Treg wt [Grupo (ii), verde], o Tconv + Treg
NrplKO [Grupo (iii), gris claro], donde el porcentaje de células que proliferaron se indica en
el nimero a la izquierda. C) Luego de calcular el indice de division celular (division index o
D1), se calculd el porcentaje de proliferacion de las células Tconv CD45.2" frescas como se
describe en Materiales y Métodos. Para C, barras representan promedio £ SEM. t-Test de
Student, * p < 0,05; ns = no significativo. Para C, p = 0,009 para (i) vs (ii); p = 0,013 para (ii)
vs (iii). n = 3 experimentos independientes.



11.12. Células Tregs Foxp3+ producen EVs independiente de su expresion de Nrpl.

Considerando que las células Treg NrplKO ejercen una funcién supresora in vitro
deficiente en un contexto contacto-independiente (Fig. 6), podemos especular que Nrpl
participa en la funcion supresora de células Tregs a través de EVs. Para comprobar esto, y

como parte del Objetivo 3.1, se obtuvieron y caracterizaron EVs derivadas de células Tregs.

Para realizar esto, mediante purificacion por cell sorting, se obtuvieron células Tregs
Foxp3+ de genotipo wt, het y NrplKO, asi como células Tconv, las que se activaron in vitro
con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en medio de cultivo “libre de EVS”. De esta forma, las
EVs recuperadas de los sobrenadantes de estos cultivos provienen en su totalidad de las
células incubadas en ese medio de cultivo. Se obtuvieron EVs a partir de los sobrenadantes de
los cultivos mediante un protocolo de centrifugacion seriada, culminando con un paso de
ultracentrifugacion que permite separar a las EVs (sedimentadas en el fondo del tubo de
ultracentrifugacion) del medio de cultivo sobrenadante (medio condicionado o med. cond.).

Para realizar la caracterizacion de tamafio de las EVs obtenidas, se realiz6 un Analisis
de Seguimiento de Nanoparticulas (6 NTA), donde las muestras de EV de las distintas
poblaciones celulares se diluyeron hasta alcanzar una concentracion relativa dentro del rango
de cuantificacion del equipo, y se obtuvo un perfil caracteristico de tamafio (en nanémetros) y
concentracion relativa (Figura 13A). Se encontr6 que el tamafio aparente se mantuvo
relativamente constante entre las EV de Tconv, Treg wt, het y Nrp1KO (Figura 13A y Tabla
2). Al normalizar los resultados de concentracion de particulas, en relacién a la dilucién
utilizada en el equipo y el nimero celular cultivado, se encontré que los tres genotipos de
células Tregs Foxp3+ producen EVs en cantidades similares (~2.5x10% EV/1x10°células Tregs
cultivadas), y se observé una tendencia a producir mayor cantidad de EVs en comparacion con

células Tconv (~1 x10® EV/1x10° células Tconv cultivadas) (Figura 13B).

En su conjunto, estos resultados muestran que las células Tregs Foxp3+ producen
mayor cantidad de EVs que otras células T, como células Tconv, lo que apoya reportes previos

(57), y que las células Tregs wt, het y Nrp1KO producen cantidades similares de EVs.
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Figura 13. Las células Tregs Foxp3+ producen EVs independiente de su expresion de
Nrpl. Células Tconv y células Treg provenientes de animales wt, het o NrplKO se
purificaron y activaron in vitro con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en medio de cultivo
“libre de EVSs”. Luego de 72 h se recuper0 el sobrenadante de los cultivos, se sometieron a
ciclos de centrifugacion seriada y a ultracentrifugacion. A) Los graficos representativos de
Anadlisis de Seguimiento de Nanoparticulas (6 NTA) muestran el tamafio (en nanémetros) y la
concentracion relativa (en particulas por mL) de las EV obtenidas mediante el procedimiento
mencionado anteriormente, provenientes de células Tconv (gris oscuro), células Tregs wt
(verde oscuro), Tregs het (verde claro) o Tregs NrplKO (blanco). Los numeros sobre los
peaks indican el tamafio aproximado de la muestra analizada. B) El gréafico de barras muestra
el nimero de EVs (con tamafio aparente < 150 nm) normalizado al nimero de células Tconv
(negro), células Tregs wt (verde oscuro), células Tregs het (verde claro) o células Tregs
NrplKO (blanco). Para B, barras representan promedio y cada circulo corresponde a un
cultivo independiente. n = 3-6 experimentos independientes.



Células cultivadas Concentracién de EVs ~

Fuente de EVs (x10°) (10 particulas/mL) Tamaro (nm)

Células Tregs wt 1.66 £ 0.54 1.21+£0.08 1542 +43.4

Células Tregs 1.56 £ 0.49 0.96 + 0.05 169.7 £+ 25.7
Células Tregs

Nrp1KO 1.59 £ 0.51 0.7 £ 0.06 139.9 £67.7

Células Tconv 20.33+5.71 18.1+£6.2 1174 £62.3

Resultados expresados come promedio + desviacién estandar. n 2 3 experimentos independientes

Tabla 2. Numero de células cultivadas, concentracion relativa y tamafio aparente de las
EVs determinado por NTA.

La tabla indica el nimero de células Tconv o células Tregs cultivadas, la concentracion
relativa (dependiente de la dilucion empirica al momento de la medicion) y el tamafio de las
EVs obtenidas informado por el software de anélisis de datos NanoSight™.



11.13. Nrpl esta presente en EVs derivadas de células Treg wt.

Considerando que la presencia de Nrpl en EVs derivadas de células Tregs Foxp3+
podria ser relevante para la capacidad inmunomoduladora de estas EVs, como parte del
Obijetivo 3.1, se analizo la presencia de la proteina Nrpl en EVs derivadas de células Tregs wt
y Treg Nrp1KO.

Muestras de EVs derivadas de células Tregs wt o células Tregs NrplKO se incubaron
con ambos anticuerpos, y luego se analizaron por NTA. Se encontro que las EVs derivadas de
celulas Tregs wt mostraron EVs de un diametro entre 70 y 150 nm emitiendo sefial
fluorescente del fluor6foro PE al ser incubadas con anti-Nrpl, lo que no se observo al utilizar
EVs derivadas de células Tregs NrplKO (Figura 14A). Dado que los anticuerpos anti-Nrpl
reconocen el epitopo b1/b2 de la region extracelular de Nrpl, y que los anticuerpos se unen a
la superficie de estas nanovesiculas, este resultado sugeriria que Nrpl esta presente en la
superficie de las EVs derivadas de células Tregs wt.

La presencia de Nrpl en EVs de células Tregs wt se confirm6 mediante ensayos de
Inmunoblot, donde se encontrd que esta presente en lisados celulares de Tregs wt y en lisados
de EV de Tregs wt (Figura 14B), mientras que no se detectdé Nrpl ni en el lisado celular de

Tregs NrplKO ni en lisados de EV derivadas de estas células (Figura 14B).

En su conjunto, estos resultados sugieren que las células Tregs secretan EV

enriquecidas en Nrpl.
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Figura 14. Nrpl esta presente en EV de células Treg wt. EVs provenientes de Tregs wt y
Tregs NrplKO se obtuvieron como se describe en Materiales y Métodos. A) EVs derivadas de
células Tregs wt y células Tregs Nrp1KO se incubaron con anticuerpos de isotipo (IgG2a) o
anti-Nrpl acoplados a PE, y analizados mediante NTA usando un filtro de emision de 565
nm. A la derecha, diagramas describiendo la union especifica de los anticuerpos a la
superficie de las EV. B) Inmunoblot para la proteina Nrpl. Para A, n = 3 experimentos
independientes. Para B, n = 3 experimentos independientes.



11.14. La deficiencia de Nrpl no altera la presencia de marcadores de EVs derivadas de
celulas Tregs Foxp3+.

A pesar de que no se observaron diferencias en la produccion de EVs entre células
Tregs wt y células Tregs Nrp1KO (Fig. 12), se procedio a confirmar que las EVs derivadas de
células Tregs NrplKO no exhiben diferencias en propiedades caracteristicas, como la

presencia de proteinas enriquecidas de EVs, o su forma y tamafio aparente.

En ensayos de Inmunoblot, se estudio la presencia de las proteinas TSG-101 y Alix,
descritas como proteinas enriquecidas en EVs de origen endosomal (49) y reportadas
previamente como proteinas presentes en EVs derivadas de células Tregs (61). Se encontr6
qgue ambas proteinas estan presentes tanto en EVs derivadas de células Tregs wt y Tregs
NrplKO como en las mismas células Tregs (Figura 15A). Por otro lado, la proteina
Calnexina, proteina enriquecida en vesiculas derivadas del reticulo endopldsmico y marcador
negativo de EVs, no se detectd en los extractos de EVs derivadas de ambos tipos de Tregs
(Figura 15A). La proteina a-tubulina sé6lo se encontr6 presente en ambos tipos de células
Tregs, mientras que la proteina B-actina se detect6 tanto en las células Tregs como en las EVs

derivadas de células Tregs (Figura 15A).

Mediante analisis de microscopia electronica de barrido (SEM, del inglés Scanning
Electron Microscopy) también se analiz6 la forma y tamafio aparente de EVs provenientes de
células Tregs wt y Tregs NrplKO. Las EVs provenientes de ambos tipos de células Tregs
presentaron una forma ovalada y un tamafio aproximado entre 100 y 200 nm de diametro, por
lo que no se encontraron diferencias en estos parametros entre las EVs de células Tregs de
ambos genotipos (Figura 15B).

En su conjunto, estos resultados apoyan que las EVs obtenidas de células Tregs
cultivados in vitro se encuentran enriquecidas en vesiculas derivadas de compartimentos
endosomales, confirmando sus propiedades de EVs. No se encontraron diferencias en los

parametros estudiados entre las EVs de células Tregs wt y Tregs Nrpl-deficientes.
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Figura 15. La deficiencia de Nrpl no altera la presencia de marcadores candnicos de
EVs derivadas de células Tregs Foxp3+. EVs provenientes de células Tregs wt y Tregs
NrplKO se obtuvieron como se describe en Materiales y Métodos. A) Lisados de EVs
derivadas de células Tregs wt y Tregs NrplKO se analizaron por Inmunoblot para las
proteinas Alix, TSG-101, Calnexina, a-tubulina (a-tub) y B-actina, comparando la presencia
de estas proteinas en las mismas células Tregs wt y Tregs NrplKO. B) EVs derivadas de
células Tregs wt y Tregs NrplKO se analizaron mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) para visualizar la forma y el tamafio esperado en estas EVs. La leyenda inferior indica
la escala de referencia. Aumento 20.000X. En A, n = 3 experimentos independientes. En B, n
= 2 experimentos independientes.



11.15. EVs derivadas de Treg Nrp1KO poseen funcion supresora deficiente in vitro.

Considerando que nuestras observaciones anteriores indican que Nrpl estd presente en
las EVs derivadas de células Tregs Foxp3+, eso sugiere que Nrpl podria ser relevante en la
funcién inmune de estas EVs. Como parte del Objetivo 3.2, se estudio si la presencia de Nrpl
es necesaria para la funcion inmuno-moduladora de EVs derivadas de células Tregs wt o Tregs
NrplKO.

Por lo tanto, se analizo la funcién supresora in vitro de las EV provenientes de células
Tregs wt o de Tregs NrplKO, evaluando su efecto en la proliferacion de células Tconv
marcadas con CTV, activadas con APCs y anti-CD3. Se usaron células Treg wt frescas como

control positivo de supresion, y como control negativo a EVs derivadas de Tconv.

De acuerdo a nuestros resultados anteriores, las células Tregs wt frescas inhibieron la
proliferacion de células Tconv (~30% versus ~83% de proliferacion de Tconv activadas
tratadas con vehiculo [PBS], Figura 16A). Por el contrario, las EVs derivadas de células
Tconv promovieron la proliferacion y la division celular de las células Tconv (~91% versus
~83% de proliferacion de Tconv activadas tratadas con vehiculo, Figura 16A-B). Al agregar
EVs derivadas de células Tregs wt, se observo una disminucién de la proliferacién y el indice
de division de las células Tconv tratadas (~74% versus ~83% de proliferacion de Tconv
tratadas con vehiculo, Figura 16A-B). Al agregar EVs derivadas de células Tregs Nrp1KO, no
se observaron diferencias significativas en la division celular y la proliferacion con respecto a
la condicion sin tratar (~81% versus ~83% de proliferacion de Tconv tratadas con vehiculo,
Figura 16A-B). Finalmente, luego de calcular el porcentaje de supresion, se confirmé que la
funcion supresora de EVs de células Tregs NrplKO es significativamente menor a la de EVs
derivados de células Tregs wt (20% de supresion con EVs de Tregs wt versus ~3% de

supresion con Tregs NrplKO, Figura 16C).

Por lo tanto, esto sugiere que la expresion de Nrpl en las células Tregs Foxp3+ es

relevante para la funcién inmunomoduladora in vitro de sus EVs.
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Figura 16. EV derivadas de células Tregs NrplKO tienen funcidén supresora in vitro
deficiente. EVs provenientes de células Tconv, Tregs wt y Tregs NrplKO se obtuvieron como
se describe en la seccion Materiales y Métodos. Células Tconv CD45.1+ respondedoras
marcadas con CTV se cultivaron in vitro solas (Sin estimular), activadas con anti-CD3 y anti-
CD28 (Activadas), co-cultivadas con células Tregs Foxp3+ wt (control positivo de supresién),
tratadas con PBS (vehiculo) o con 5 pg/mL de EVs derivadas de células Tregs wt, o de Tregs
NrplKO o de células Tconv (control negativo). Luego de 72 h, la proliferacion de las células
Tconv CD45.1+ se analizd mediante citometria de flujo. A) Los histogramas representativos
muestran la proliferacion de Tconv CD45.1+ sin estimular (blanca), activadas y tratadas con
PBS (vehiculo, negro), co-cultivadas con células Tregs Foxp3" wt (verde oscuro), o tratadas
con EVs derivadas de células Tregs wt (verde punteada), EVs de Tregs NrplKO (gris
punteada) o EVs de Tconv (roja punteada). El porcentaje de células que proliferaron se indica
en el numero a la izquierda. B) El grafico de barras muestra el indice de division (nimero
promedio de divisiones de una célula de la poblacion inicial) de las células Tconv. C) El
grafico de barras muestra el porcentaje de supresion de la proliferacion de Tconv CD45.1+
como se describe en la secciéon de Materiales y Métodos. Para B y C, las barras representan
promedio £ SEM. t-Test de Student, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ns = no
significativo. Para B, p = 0,018 para PBS vs wt Treg EV; p = 0,007 para PBS vs Tconv EV; p
= 0,021 para wt Treg EV vs Nrp1KO Treg EV. Para C, p = 0,002 para wt Treg vs wt Treg EV,
p = 0,048 para wt Treg EV vs Nrp1KO Treg EV; p = 0,001 para wt Treg EV vs Tconv EV; p
= 0,018 para Nrp1KO Treg EV vs Tconv EV. n = 3 experimentos independientes.



11.16. Medios condicionados derivados de la ultracentrifugacion carecen de EVs y no

poseen funcion supresora.

Durante la obtencion de EVs provenientes de los sobrenandantes de cultivo celular, en
el paso final de ultracentrifugacion, las EVs quedan depositadas en el fondo del tubo de
ultracentrifugacion, separadas del sobrenandante de cultivo celular ultracentrifugado, desde

ahora denominado “medio condicionado ultracentrifugado”.

Para descartar la presencia de EVs remanentes en los medios condicionados
ultracentrifugados luego de la purificacion de EVs, se analizd su presencia mediante NTA. En
comparacion con una muestra de EVs derivadas de células Tconv, no se encontraron niveles
detectables de EVs u otras particulas de tamafio vesicular (50 a 250 nm de didmetro) en el
medio de cultivo cRPMI libre de exosomas, el medio condicionado ultracentrifugado de
celulas Tregs wt y el medio condicionado ultracentrifugado de células Tregs NrplKO (Figura
17A).

Para corroborar este resultado, se analizd la presencia de EVs en los medios
condicionados ultracentrifugados mediante ELISA, utilizando anticuerpos de captura y
deteccidn contra CD63, una proteina de membrana enriquecida en EV (143), y se utiliz6 como
control distintas cantidades de EVs de células de bazo activadas in vitro. Mientras que se
detecté CD63 en estas EVs control, para la determinacion de CD63 en las muestras de medio
condicionado ultracentrifugado de células Tregs wt y Tregs NrplKO se obtuvieron valores

indistintos al umbral de deteccién de la técnica (Figura 17B).

De forma complementaria, se estudid si los medios condicionados ultracentrifugados
de células Tregs podian ejercer funcion inmunosupresora in vitro, analizando la proliferacién
de células Tconv activadas in vitro por 72 h, tratadas con los medios condicionados
ultracentrifugados y utilizando como control al medio cRPMI “libre de exosomas”. No se
encontré una alteracién significativa de la division celular de las células Tconv tratadas con
los medios condicionados ultracentrifugados de ambos genotipos de Tregs (Figura 17C).
Tampoco se encontraron diferencias de porcentaje de supresion in vitro de los medios
condicionados ultracentrifugados de células Treg wt o NrplKO, utilizando como control

positivo de supresion a células Tregs wt frescas (Figura 17D).



Finalmente, para caracterizar la presencia de otros factores solubles secretados por
células Tregs, se determind el nivel de las citoquinas IL-10 y TGF-B en los medios
condicionados ultracentrifugados derivados del cultivo de células Tregs wt y NrplKO,
mediante ELISA. Se encontraron cantidades similares de ambas citoquinas en los medios

condicionados ultracentrifugados de ambos tipos de células Tregs Foxp3+ (Figura 17E).

En su conjunto, estos resultados demuestran que luego de la ultracentrifugacion, los

medios obtenidos efectivamente se encuentran libres de EVs.
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Figura 17. Medios condicionados de células Tregs, provenientes de la purificacién de
EVs, estan depletados de EVs. Células Treg wt y Treg NrplKO se cultivaron y las EVs
provenientes de estas células se obtuvieron como se describe en Materiales y Métodos. Los
medios condicionados ultracentrifugados obtenidos luego de la purificacion de EVs de células
Tregs, se analizaron con el objetivo de comprobar la presencia de EVs remanentes. A) Los
graficos de tamafio de EV versus concentracion relativa muestran el analisis de NTA de una
muestra control de EVs de Tconv (gris oscuro), de medio cRPMI libre de EVs, de medios
condicionados ultracentrifugados de células Tregs wt (verde con rayas, no detectable) o de
células Tregs Nrp1KO (negro con rayas, no detectable). B) El grafico de barras muestra la
absorbancia (medida en unidades arbitrarias, A.U.) para CD63 mediante ELISA, de EVs
control de células de bazo (barras negras), medio condicionado ultracentrifugado de células
Tregs wt (barra verde con rayas) o de células Tregs NrplKO (barra negra con rayas). C)
Células Tconv CD45.1+, marcadas con CTV, se activaron con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 y tratadas con medio cRPMI libre de EVs (barra naranja), o tratadas con medio
condicionado ultracentrifugado de células Treg wt (barra verde con rayas) o de células Treg
NrplKO (barra negra con rayas). Luego de 72 h, la proliferacion de las células se analizé por
citometria de flujo. D) El gréafico de barras muestra el porcentaje de supresién de la



proliferacion de Tconv CD45.1+, tratadas con células Tregs wt (control positivo de supresion,
barra verde oscuro), con medio cRPMI libre de EVs (barra naranja), o con medio
condicionado ultracentrifugado de células Tregs wt (barra verde con rayas) o de células Tregs
NrplKO (barra negra con rayas), calculado como se describe en Materiales y Métodos. E)
Los graficos de barra muestran la concentracion (en pg/mL) de las citoquinas anti-
inflamatorias TGF-f (izquierda) e IL-10 (derecha) en los medios condicionados
ultracentrifugados provenientes de células Tregs wt (barras verde con rayas) o células Tregs
NrplKO (barra negra con rayas), mediante ELISA. Para B-E, barras representan promedio
SEM. t-Test de Student; ns = no significativo. n = 3 experimentos independientes.



11.17. EVs derivadas de células Tregs wt inducen tolerancia a injertos de piel in vivo.

Nuestros resultados muestran que Nrpl esta presente en las EVs derivadas de células
Tregs wt, que su ausencia no afecta la produccion de estas EVs, y que estas EVs poseen
funcién supresora in vitro sobre células Tconv activadas. Considerando estos antecedentes y
enmarcado en el Objetivo especifico 3.3, se procedié a evaluar si Nrpl presente en las EVs
derivadas de Tregs Foxp3+ participa en la funcion supresora in vivo sobre la respuesta inmune

contra trasplantes de piel alogénica.

De manera analoga a los experimentos in vivo descritos anteriormente, animales Ragl-
KO recibieron de forma i.v. sélo células Tconv (grupo control rechazo), o Tconv junto con
células Treg wt (grupo control tolerancia), como se puede apreciar en la Figura 18A. Dos
grupos de animales que s6lo recibieron Tconv, ademas se trataron con EVs provenientes de
Tregs wt 0 de Tregs NrplKO de forma subcutanea (s.c.) en la zona dorsal (Figura 18B). Al
dia siguiente, estos animales se trasplantaron con injertos de piel alogénicos, y la sobrevida de
los trasplantes se monitoreo tres veces a la semana. Como era esperado, la mayoria de los
animales del grupo control de rechazo efectivamente perdieron su injerto de piel (10%
aceptacion), mientras que los animales del grupo control de tolerancia (que recibié células
Treg wt), 89% de los animales aceptaron los injertos (Figura 18C y Tabla 3).

Notablemente, se encontrd que el tratamiento s.c. con EVs provenientes de células
Tregs wt también permiti6 la aceptacion de injerto de piel en 57% de los animales del grupo
(Figura 18Cy Tabla 3). Sin embargo, se encontré que el tratamiento local con EVs derivadas
de Tregs NrplKO s6lo indujo la aceptacion de injerto en el 28% de los animales del grupo
(Figura 18C y Tabla 3).

Por lo tanto, este resultado indica que las EVs de Tregs wt tienen capacidad

inmunomoduladora in vivo y que, posiblemente, Nrpl medie esta funcion.
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Figura 18. Induccion de tolerancia a aloinjertos mediada por EV derivadas de células
Tregs wt. A) Disefio experimental para induccion de tolerancia a alo-injertos in vivo. Se
aislaron células Treg Foxp3+ y células Tconv como describe en Materiales y Métodos.
Células Tconv se transfirieron i.v. a ratones Ragl-KO, solas o co-transferidas con células
Treg wt. Dos grupos que recibieron sélo Tconv, ademas recibieron una dosis s.c. de 5 pg de
EVs derivadas de células Treg wt o de EVs células Treg NrplKO en la zona dorsal. Al dia
siguiente, los animales recipientes se trasplantaron. B) Esquema representativo ilustrando la
zona dorsal de ratdén donde recibid la inyeccién s.c. de EV de Treg wt, en cada punto (cruces
naranja) rodeando la zona del trasplante de piel a realizar al dia siguiente. C) Las fotografias
muestran el resultado de la sobrevida del trasplante alogénico de piel en los animales sin
transferencia celular (Control injerto), los que recibieron sélo células Tconv y PBS (Sin
tratamiento), los tratados con células Treg wt o con EVs derivadas de células Treg wt o
células Tregs NrplKO. Para C, cada condicién con 6-10 animales por grupo. n = 3
experimentos independientes.



Grupo experimental n Jratamiento Estadoaldia20 - Sobrevida del Nivel de significancia ( x*)
PO exp (transferencia celular) V4 X trasplante (%) g X
Control de trasplante 6 Sin células 6 0 100
Control de rechazo 10 CD45.1* Tconv 1 9 10
; CD45.1* Tconv p<0.01 versus control de
Control de tolerancia 9 + CD45.2 Tregs wt 8 1 89 rechazo
Grupo tratado 5 CD45.1% Tconv 4 3 57 p<0.05 versus control de
+s.c. Tregs wt-EVs rechazo
CDA45.1* Tconv
Grupo tratado 7 + s.c. Tregs Nrp1KO-EVs 2 5 28 n.s. versus control de rechazo

Tabla 3. Estado y sobrevida de trasplantes de piel en animales tratados con células Tregs
wt 0 con EVs derivadas de células Tregs wt o de Tregs NrplKO.

La tabla resumen muestra el niumero de animales, las poblaciones celulares transferidas, el
tratamiento con EVs derivadas de células Tregs, el estatus del trasplante (aceptado o
rechazado) y el porcentaje de sobrevida en los diferentes grupos experimentales luego de 20
dias post-trasplante. Test de Chi-cuadrado (%) de N-1 (136). n.s. = no significativo.

p = 0,0008 para Control de tolerancia vs Control de rechazo; p = 0,0418 para Grupo tratado
con wt Treg-EVs vs Control de rechazo; p = 0,3369 para Grupo tratado con NrplKO Treg-
EVs vs Control de rechazo. n = 3 experimentos independientes.



12. DISCUSION

Esta tesis se enfocO en determinar la importancia de Nrpl en los mecanismos de

supresion que involucran la funcién de células Tregs para modular la respuesta inmune.

En este trabajo se demostro, por primera vez en un modelo murino in vivo, que la
presencia de Nrpl en células Tregs es necesaria para inhibir células Tconv reactivas a injertos
alogeénicos, lo cual es clave en la induccion de tolerancia a trasplantes. Al comparar la funcién
de células Tregs en co-cultivos in vitro sin contacto celular (“transwell”), las células Tregs
NrplKO suprimieron en menor medida la proliferacion de células Tconv activadas. En los
animales con injertos alogénicos, las Treg Nrp1KO produjeron menores niveles de 1L-10 y
mayores niveles de IFN-y, lo que podria estar contribuyendo a su funcion supresora in vivo
deficiente. Por el contrario, las células Tregs wt (Nrpl+) incrementaron el porcentaje de
sobrevida de los injertos en animales trasplantados, disminuyeron significativamente la
produccion de IFN-y de células Tconv in vivo y promovieron la ganancia de funcion supresora
de células Tconv en ensayos de supresion ex vivo. Por otro lado, Nrpl se encontrd presente en
EVs producidas por células Tregs wt, pero la deficiencia de Nrpl en células Tregs no altero la
produccion de EVs ni la presencia de proteinas caracteristicas de EVs. Adicionalmente, se
encontrd que Nrpl es relevante para la correcta funcién supresora de estas EVs, puesto que
EVs producidas por células Tregs Nrp1KO son incapaces de inhibir la proliferacion in vitro de

células Tconv, y estas EVs fallaron en inducir tolerancia a trasplante.
Nrpl en la expresion de marcadores de células Treg y Tconv

Previamente, se describid la presencia de Nrpl en células Tregs Foxp3+ provenientes
de distintos tejidos del organismo, la cual es expresada en altos niveles en comparacién a otras
células inmunitarias (19, 109, 144). Durante la presentacion antigénica, la interaccion entre
DCs y Tregs se prolonga debido a la presencia de Nrpl, lo que otorga una ventaja a las células
Tregs para activarse por sobre las células T virgenes en condiciones de cantidad limitada de
antigeno, lo que promueve un estado de supresion de la respuesta inmune en ausencia de
sefiales de inflamacion (109). Hace algunos afios, se postulé a Nrpl como un marcador para
distinguir entre células Tregs naturales provenientes del timo (tTreg), y células Tregs

inducidas desde células T CD4+ virgenes en tejidos periféricos (pTreg), debido a sus altos y



bajos niveles de expresion de superficie de Nrpl, respectivamente (20, 21). Esto sugiere que la
ausencia de esta molécula en animales Nrp1KO podria afectar la frecuencia de estas células en
el organismo. No obstante, estos estudios no indagaron en como Nrpl participaria en la
generacion de células tTreg, y estudios posteriores confirmaron que la frecuencia de células
Tregs se mantiene constante en animales Nrpl-deficientes en células T (145) y en células T
CDA4+ (111). Respecto a la funcion celular, un estudio mostrd que la unién de ligando al co-
receptor Nrpl participaria en la expresion génica y la mantencion del fenotipo supresor de
células Tregs, puesto que células Tregs activadas en presencia de Sema4A modulan la
expresion genica asociada a las vias de IL-2 y IL-7, reprimen la expresion génica de citoquinas
pro-inflamatorias (IL-6, 1L-12), aumentan la expresion génica de Helios y de la proteina anti-
apoptotica Bel-2 (112).

Sin embargo, a la fecha se desconocia si la ausencia de Nrpl en células Tregs cambia
la expresién de otras moléculas involucradas en su funcion. En este trabajo, se demostré que la
deficiencia de Nrpl no altera la presencia de marcadores asociados a inmunoregulacion en
células Tregs Foxp3+, ni la expresion de factores de transcripcion asociados a perfil pro-
inflamatorio. Otros trabajos han descrito una funcion supresora deficiente en células Tregs
NrplKO, utilizando modelos de colitis experimental (113, 114), pero estos reportes no
analizaron la expresion de marcadores especificos de células Tregs que diesen cuenta de una
menor supresion.

Aparte de células Tregs Foxp3+, encontramos s6lo una disminucién parcial de Nrpl en
las células Tconv del bazo de animales NrplKO. Esto puede atribuirse a la presencia de
células T CD4+ “ex-Tregs” (146) entre las células Tconv (seleccionadas en el anélisis de
citometria como células T CD4+Foxp3-). En otras palabras, son células que alguna vez
durante la vida del animal expresaron Foxp3 y, por consiguiente, expresaron la recombinasa
Cre que escinde la region correspondiente al exén 2 del gen Nrpl (126). Al activarse por
presentacion antigénica, cierta porcion de estas células pudo perder la expresion de Foxp3 y
funcién supresora (ex-Tregs, 0 ex-Foxp3+) mediante un proceso conocido como plasticidad
fenotipica, descrito en diversos contextos inmunologicos (147, 148). Esta observacion se

report6 con la cepa Foxp3©™ Y™

(la misma utilizada en el presente trabajo), pero analizando la
relevancia funcional de CD28 en células Tregs utilizando animales Cd28"/"* (149, 150). Al

cruzar ambas cepas de animales, no solo se encontro delecion de CD28 en células Tregs YFP+



sino que ademas en una fraccion menor de células Tconv (149). Cabe mencionar que en esta
tesis, en todos los experimentos in vitro e in vivo, se utilizaron células Tregs purificadas
mediante cell sorting. Por lo tanto, si la funcion de células Tregs NrplKO fuese alterada en
presencia de células Tconv con deficiencia parcial de Nrpl, esto no se reflejaria en los
experimentos realizados, debido a la utilizacion de células Tregs purificadas. Los resultados
obtenidos sugieren, en su conjunto, que en condiciones de homeostasis la deficiencia de Nrpl
especificamente en células Tregs Foxp3+ no altera su expresion de marcadores
inmunoregulatorios.

En los ensayos de supresion in vitro donde células Tregs y Tconv se encuentran en
contacto directo entre si, no se observaron diferencias entre la actividad supresora de células
Tregs wt, het y Nrp1lKO, lo que concuerda con reportes previos (111, 113) y puede atribuirse a
que las células Tregs Foxp3+ presentan distintas moléculas inmunomoduladoras que ejercen
funcién de forma contacto célula-célula, tales como CTLA-4, CD73 y PD-1, entre otras (151).
Esto ya fue observado previamente por otros investigadores, donde utilizaron un modelo
murino de artritis para determinar el rol de CTLA-4 en la funcion de células Tregs (152). En
comparacion a células Tregs wt, ellos encontraron que las células Tregs deficientes en Ctlad
también suprimieron el desarrollo de artritis en ratones, lo que atribuyeron a los altos niveles
de expresion de las moléculas CD73 y PD-1 (152).

Sin embargo, la funcion supresora de células Tregs NrplKO resultd ser menor al
utilizar el disefio experimental contacto-independiente (“transwell”). Dado que estas
membranas semi-porosas permiten el paso de factores solubles, esto sugiere que la deficiencia
de Nrpl afecta la funcion de células Tregs independiente de contacto celular, como por
ejemplo la supresion mediada por EVs (52), topico que sera discutido méas adelante.

En ambos tipos de ensayos de supresion se encontré que células Tconv expresan
mayores niveles de Nrpl cuando estan en presencia de células Tregs Nrpl+. Este resultado de
experimentos in vitro recapitula observaciones anteriores de nuestro grupo en el modelo in
vivo de trasplante de piel, en que células Tconv de animales con trasplante de piel presentan
mas Nrpl en la membrana cuando estos animales son tratados con células Tregs Nrpl+ (124).
En el presente estudio observamos ademas que, mientras las células Tconv incrementan los
niveles de Nrpl en su membrana in vitro, las células Tregs wt y het la disminuyeron, lo que

tambien habia sido observado previamente utilizando el modelo murino de trasplante (124). Si



consideramos la observacién de que Nrpl esta presente en EVs derivadas de células Tregs wt,
es posible concebir que ocurre un “traspaso” del marcador inmunoregulatorio Nrpl desde
células Tregs hacia células Tconv, a través de la liberacion y la captacion de EVs Nrpl+,
respectivamente. Este proceso de traspaso de proteinas de superficie de una célula a otra a
través de EVs ya ha sido reportado previamente: células T activadas pueden secretar EVs
conteniendo complejos TCR/CD3, moléculas de FasL, o de Apo2-ligando, los que estan
implicados en regulacion inmune mediante la apoptosis inducida por activacion sobre otras
células T (153-155). Esta posible transferencia de receptores de superficie (como Nrpl) desde
células Tregs hacia células Tconv, mediante EVs secretadas in vitro o in vivo, podria dar
cuenta del incremento de este receptor en células Tconv y de su modulacién inmune. Para
demostrar esto, se requeriria realizar experimentos cultivando células Tconv activadas in vitro
y tratarlas con cantidades crecientes de EVs de células Tregs wt o Tregs NrplKO, y luego
analizar la presencia de Nrpl en las células Tconv mediante citometria de flujo o microscopia
de fluorescencia, utilizando anticuerpos anti-Nrpl marcados. De esta forma, podria
comprobarse si efectivamente ocurre el incremento de Nrpl en células tratadas con EVs
Nrpl+.

Nrply la funcién supresora in vivo de células Tregs Foxp3+

En el modelo murino de trasplante de piel, el rechazo ocurre mediante la activacion de
células Tconv reactivas al injerto presentes en los LNd, migrando al injerto y secretando
citoquinas como IFN-y e IL-17A (156). Por otro lado, la induccién de tolerancia inmune puede
ser mediada por células Tregs Foxp3+ que suprimen la respuesta inmune alogénica mediante
diversos mecanismos, tales como la produccion de 1L-10 (124, 157, 158). Nuestros resultados
mostraron que las células Tregs NrplKO no promovieron la sobrevida del injerto en los
animales injertados, es decir, no fueron capaces de inducir tolerancia a trasplantes. Estos
resultados son concordantes a los obtenidos en modelos murinos de tumor, donde células
Tregs NrplKO tampoco fueron capaces de suprimir la respuesta inmune (inducir tolerancia)
frente a tumores con alta inmunogenicidad, como adenocarcinoma de colon (MC38), y frente
a tumores de baja inmunogenicidad, como melanoma (B16F10) (113). Se ha reportado que
Nrpl contribuye a la migracion e infiltracion de células Tregs en melanoma, lo que

disminuiria la respuesta inmune anti-tumoral y favoreceria la progresion del tumor (111).



Aungue estas observaciones no han sido extendidas para células Tregs en el contexto de la
inmunidad a trasplantes, si se ha visto que Nrpl (en complejo con el receptor plexin-Al) es
importante en la migracion de DCs en el endotelio linfatico y su entrada en ganglios linfaticos
drenantes de piel, en un modelo murino de hipersensitividad por contacto (159). En esta tesis,
se estudiaron las células Tregs Foxp3+ presentes en los ganglios drenantes del trasplante de
animales con alo-injertos de piel. Sin embargo, no se observé diferencia en la frecuencia de
estas células en los ganglios drenantes, independiente de si los animales fueron tratados con
células Tregs wt, het o Nrp1KO. Esto sugiere que, en nuestro modelo de trasplante, Nrpl
posiblemente no estaria involucrada en la migracion de las células Tregs a los ganglios
drenantes del trasplante. Por lo tanto, se vuelve necesario analizar en profundidad las células
Tregs para determinar como Nrpl estaria involucrada en su funcidn supresora y la aceptacion

de trasplantes.

El tratamiento con células Tregs humanas ha sido extensivamente estudiado para su
aplicacion como terapia celular, no solo para limitar la respuesta inmune responsable del
rechazo a trasplantes, sino que también para tratar enfermedades auto-inmunes (160). Las
celulas Tregs son un candidato ideal para inducir tolerancia y prevenir el rechazo inmune,
pues son una poblacion celular inmunosupresora que puede ser aislada de sangre periférica,
ser expandidas in vitro y luego re-infundidas a los pacientes. Los datos publicados a la fecha
de los ensayos clinicos realizados indican que la administracion de células Tregs es bien
tolerada por los pacientes. Sin embargo, atn se desconoce el destino de estas células una vez
administradas a los pacientes, la mantencion del “fenotipo regulador” una vez infundida a
pacientes con altos niveles sistémicos de citoquinas pro-inflamatorias, o el mecanismo de
funcion que ejercen en el organismo del paciente (161). La expresion de Nrpl en células Tregs
se relaciona con su estabilidad de fenotipo y funcion supresora (113, 162), y tanto evidencia
de ciencia basica como clinica mostraron que células Tregs Nrpl+ favorecen la aceptacion de
trasplantes (123, 124). Por lo tanto, elucidar la relevancia de Nrpl en las células Tregs Foxp3+
transferidas a animales para inducir tolerancia (en un modelo experimental), podria darnos
indicios para comprender mejor la funcion de células Tregs humanas administradas a
pacientes (area clinica de trasplantes). En este trabajo se mostré que la deficiencia de Nrpl en
células Tregs impide aceptacion de alo-injertos, lo que sugiere que Nrpl es importante en la

funcién tolerogénica in vivo de las células Tregs Foxp3+.



Si la expresion de factores de transcripcién relevantes en la mantencion de la funcion
de células Tregs resultase alterada en deficiencia de Nrpl (146, 163), eso podria dar cuenta de
una menor induccion de tolerancia en animales trasplantados. Esto ha sido descrito para el
factor de transcripcion Eos, que funciona asociado a Foxp3 como un co-represor de la
expresion de genes pro-inflamatorios (26). Se observo que la pérdida de expresion de Eos en
células Tregs Foxp3+ gatilla su “re-programacion” un perfil pro-inflamatorio, y células Tregs
Eos-deficientes tienen una menor funcién supresora in vitro e in vivo (28, 163). Nuestros
resultados mostraron que la expresion in vivo de Foxp3 y Eos se mantuvo constante en las
células Tregs transferidas a los animales trasplantados, independiente del genotipo analizado
(wt, het o Nrp1KO) y de la sobrevida del injerto. Esto permitiria descartar la posibilidad de
que el rechazo a trasplantes en animales tratados con Tregs NrplKO se debiese a una pérdida
de funcion supresora por expresion alterada de Foxp3 y Eos (164). Por lo tanto, esto sugiere

que Nrpl no estaria involucrada en la expresion de estos factores de transcripcion en Tregs.

El incremento de produccion de IFN-y por las células Tregs NrplKO, junto con la
disminucion de produccion de 1L-10, contribuyen a una funcion tolerogénica deficiente, dado
que este perfil de produccién de citoquinas favorece la activacion de células Tconv que llevan
a cabo el rechazo, de acuerdo con reportes previos (30, 165-167). En ratones con sepsis, las
células Tregs CD4+CD25+Nrpl'®” (expresando bajos niveles de Nrpl) producen menores
niveles de IL-10 (144); y en animales deficientes en IL-10 (1110-KO) las células Tregs
infiltrantes de tumor presentan menores niveles de Nrpl, menor infiltracién de Tregs intra-
tumorales y menor crecimiento tumoral (168). Si bien reportes previos de transcriptomica
mostraron una menor expresion de 1110 en células Tregs Nrp1KO (113), en el presente trabajo
demostramos por primera vez una menor produccion de IL-10 en células Tregs NrplKO. Si
consideramos los reportes previos y nuestros resultados, la expresion de Nrpl en células Tregs
Foxp3+ parece contribuir a su produccion de IL-10, la cual es necesaria para la aceptacion de
trasplantes (141); y la ausencia de Nrpl favorece la produccion IFN-y en células Tregs, lo que
exacerba la respuesta inmune de rechazo (114). Para poder complementar estas observaciones,
seria preciso realizar experimentos in vivo adicionales en animales trasplantados y tratados con
células Tregs NrplKO, pero esta vez suplementando este tratamiento con la citogquina
recombinante IL-10 (de forma exdgena), donde el resultado esperado seria que en estos

animales se incremente la sobrevida del trasplante.



Nrpl en células Tregs y la modulacion de células Tconv

Nuestros resultados mostraron que células Tregs wt incrementaron la expresion Nrply
Eos en células Tconv in vivo, lo que se correlaciond con mayor aceptacion de trasplantes en
estos animales, confirmando estudios anteriores del grupo de laboratorio (124). Si bien esto se
observo en comparacion a células Tconv de animales sin tratar, debemos considerar que
normalmente las células Tconv presentan bajos niveles de Nrpl (19), y que exhiben un

modesto incremento de la expresion de este marcador luego de su activacion in vitro (20).

Una limitacion del disefio experimental utilizado en este trabajo, donde se midié la
presencia de Nrpl en células Tconv mediante citometria de flujo, consisti6 en la imposibilidad
de diferenciar entre las moléculas de Nrpl provenientes de células Tregs Foxp3+, y moléculas
de Nrpl expresadas di novo por la misma célula Tconv, por lo que distintas estrategias podrian
distinguir entre ambas posibilidades. Primero, realizar ensayos de co-cultivo in vitro de células
Tregs Foxp3+ utilizando el mismo disefio experimental, pero esta vez con células Tconv pre-
tratadas con inhibidores de sintesis proteica como cicloheximida (CHX), previniendo la
expresion di novo de Nrpl en las células Tconv, y analizando si efectivamente ocurren
cambios mediante citometria de flujo, tal como se ha descrito anteriormente en literatura
(153). Segundo, realizar ensayos de co-cultivo in vitro y los experimentos in vivo de animales
trasplantados tratados con células Tregs Foxp3+, pero utilizando células Tconv provenientes
de animales Cd4"Nrp12/M1 es decir, utilizando células Tconv Nrpl-deficientes tal como se
ha reportado anteriormente (111). En ambos casos las células Tconv no expresarian Nrpl de
forma enddgena, por lo que en el caso de que se observara Nrpl en su membrana, esto podria
deberse al traspaso de la proteina desde células Tregs Foxp3+, sin la posibilidad de descartar

el traspaso desde otros tipos celulares.

Las células Tregs promueven la sobrevida al trasplante e incrementan la expresion de
marcadores inmunoregulatorios en células Tconv, lo que es consistente con su funcion
tolerogénica (124); no obstante, se desconocen los mecanismos celulares o moleculares.
Mediante distintas aproximaciones experimentales (in vitro e in vivo) nuestros resultados
mostraron que: i) las células Tregs NrplKO producen menores niveles de IL-10, y ii) las
células Tregs NrplKO son incapaces de incrementar la presencia de Nrpl en células Tconv.

La adicion de IL-10 exogena a co-cultivos de células Tregs NrplKO con células Tconv,



permitio “rescatar” el incremento de Nrpl en las células Tconv, apoyando que la modulacion
del fenotipo de celulas Tconv es parcialmente dependiente de I1L-10. Otros estudios utilizando
un modelo de colitis experimental mostraron resultados similares, donde IL-10 producida por
células Tregs Foxp3+ disminuye directamente la produccion in vivo de las citoquinas IFN-y,
TNF-a e IL-17A de células Tconv activadas, inhibiendo la activacion y proliferacion (125,
169). Por lo tanto, nuestros resultados aportan nueva evidencia relacionando el incremento de
Nrpl en células Tconv mediado por células Tregs Foxp3+ productoras de IL-10. Para
confirmar esto, también seria preciso recapitular estos resultados obtenidos in vitro midiendo
la presencia de Nrpl en células Tconv en animales trasplantados, tratados con células Treg
NrplKO y con IL-10 exdgena; o alternativamente, tratar a estos animales trasplantados con
células Tregs Nrpl+ pero deficientes en 1L-10, por ejemplo, con genotipo

Foxp3°™YFPNrp1**1120"™°% ytilizados en otros trabajos publicados (125).

El incremento de los marcadores inmunoregulatorios Nrpl y Eos en células Tconv nos
sugiere un cambio en la funcion inmune de estas células. Reportes previos han mostrado que
al sobre-expresar Nrpl en células Tconv, utilizando un vector retroviral conteniendo el cDNA
del gen Nrpl, las células Tconv transducidas inhiben la proliferacion de otras células T
efectoras activadas in vitro (110). Al transferir estas células Tconv transducidas para Nrpl a
ratones en un modelo de encefalitis autoinmune experimental, los animales exhibieron un
score clinico menor en comparacién a ratones que recibieron células transducidas con el
vector vacio (110). Utilizando el mismo modelo de EAE, otro reporte mostré que animales
deficientes en Eos (Eos-/-) mostraron una patologia mas severa de la enfermedad, y mayor
nivel de IL-17 en las células Tconv infiltrantes de médula espinal (170). Esto concuerda con
nuestros resultados, donde ocurre tolerancia al trasplante en animales tratados con células
Tregs wt, precisamente cuando las células Tconv exhiben mayores niveles de Nrpl y Eos. Para
complementar estos resultados, se analizé el perfil de produccién de citoquinas en las células
Tconv de los animales trasplantados, y se encontré que células Tconv producen menores
niveles de IFN-y en los animales tratados con células Tregs wt que aceptan los trasplantes. En
sintesis, las células Tregs wt tolerogénicas incrementan la expresion de los marcadores
inmunoreguladores Nrpl y Eos en células Tconv, y disminuyen su produccion de IFN-y,
sugiriendo ademas que las células Tconv “moduladas” podrian adquirir funcion

inmunosupresora in vivo.



Se conoce como “tolerancia infecciosa” mediada por células Tregs al proceso
fisioldgico en el que células Tregs confieren funcion tolerogénica a otras poblaciones celulares
(142). Por ejemplo, se ha reportado que la expresion de Foxp3 se induce en células Tconv
estimuladas en la presencia de células Tregs de una forma dependiente de TGF-B, y estas
nuevas células iTreg presentan funcion supresora in vitro e in vivo (171). Del mismo modo,
IL-10 producida por células Tregs Foxp3+ ha mostrado inducir una poblacion de células T
CD4+ supresoras, generalmente llamadas celulas T reguladoras tipo 1 (Trl), que previenen el
inicio de enfermedad en modelos de colitis (172, 173). En un modelo de EAE, se encontrd que
las células Tregs Foxp3+ “convierten” in vivo a células T efectoras antigeno-especificas
patogénicas en células Trl productoras de IL-10: estas células convertidas son capaces de
inhibir la severidad de la enfermedad mediante la secrecion de IL-10 (174). Por lo tanto, existe
evidencia que apoya la modulacion de células Tconv por parte de células Tregs Foxp3+ a
través del proceso de tolerancia infecciosa. Nuestros resultados mostraron que las células
Tconv provenientes de los animales tratados s6lo con células Tregs wt ejercieron funcion
supresora ex Vvivo sobre otras células T activadas, lo cual no ocurre cuando las Tregs no
expresan Nrpl. Entonces, Nrpl expresada en células Tregs tendria un rol en el proceso de
“tolerancia infecciosa” (142). De esta forma, el efecto de las células Tregs no se limita sélo a
modular el fenotipo (expresion de marcadores) de las células Tconv, sino que ademas alteran

la funcion inmune de éstas hacia un perfil anti-inflamatorio (175).

Si bien el proceso biologico de “infundir” tolerancia inmune de manera antigeno-
inespecifica se describid hace varias décadas (4, 176), s6lo con el “descubrimiento” de las
células Tregs CD4+CD25+ fue posible establecer que es un proceso activo, en el que
participan poblaciones celulares concretas (5). Como se menciona anteriormente, la induccion
de tolerancia a otras poblaciones celulares se ha atribuido a citoquinas como TGF-f, IL-35 0
IL-10: todas estas citoquinas son producidas por células Tregs (141). Sin embargo, a la fecha
no se ha reportado que células Tregs incrementen la expresion de marcadores asociados a
perfil regulador (como Nrpl y Eos) en células Tconv y que, a su vez, estas celulas Tconv
Nrpl+Eos+ sean capaces de ejercer funcidn supresora ex-vivo. En su conjunto, estos
resultados sustentan nuestra proposicion de que Nrpl es un marcador de Tregs con la

capacidad de “infectar” tolerancia a otras poblaciones celulares.



Nrply EVs derivadas de células Tregs Foxp3+

Las células Tregs Foxp3+ secretan EVs como parte de sus mecanismos de supresion de
la respuesta inmune (52, 57, 60), y algunas proteinas altamente expresadas en células Tregs
(CD73, CD25, CTLA-4) estan presentes en EVs derivadas de células Tregs (83). Entre ellos,
se comprobd que s6lo CD73 contribuye a la funcion inmunomoduladora de estas EVs (60).
Sin embargo, ain no se ha descrito si otros marcadores expresados en células Tregs (como
PD-1, GITR, o Nrpl) estan presentes en EVs de células Tregs. La proteina Nrpl ha sido
encontrada en EVs derivadas de macrdéfagos y de células tumorales, tanto de humano como
raton (106, 107, 115, 177). Por lo tanto, esta tesis es el primer trabajo que reporta la
presencia de la proteina Nrpl en EVs derivadas de células Tregs, sugiriendo que esta proteina

podria participar en la funcién inmunomoduladora de estas vesiculas.

A la fecha, no hay reportes que relacionen directamente a Nrpl en la biogénesis o
secrecién de EVs de algun tipo celular, por lo que se abord6 la posibilidad de que la
produccién de EVs en Tregs fuese alterada por la deficiencia de Nrpl. Por el contrario, se
observo que las células Tregs wt activadas in vitro producen EVs en cantidades similares a las
Tregs NrplKO, y no se encontraron cambios en proteinas enriquecidas en EVs que forman
parte de los complejos ESCRT, como Alix y TSG-101 (178). Por lo tanto, estos resultados nos
permiten sugerir que Nrpl no participa en la produccién de las EVs en células Tregs activadas
in vitro. Para comprobar esto de forma mas extensiva, podria resultar esclarecedor analizar el
perfil protedbmico de EVs derivadas de Tregs wt y NrplKO mediante espectrometria de masa.
Esta técnica provee alta sensibilidad y resolucién, permitiendo la deteccion, identificacion y
caracterizacion de miles de proteinas en muestras de EVs (179). Entre diversos parametros,
esta informacion permitiria distinguir a las proteinas que se mantienen inalteradas,
enriquecidas o ausentes en vesiculas derivadas de células Tregs NrplKO (es decir, vesiculas
deficientes en Nrpl), en comparacion a EVs de Tregs wt.

Una segunda posibilidad, es que Nrpl participe en la funcion supresora de las EVs
derivadas de Tregs Foxp3+. Nuestros resultados mostraron que sélo las EVs derivadas de
células Tregs wt ejercieron una funcién supresora in vitro, inhibiendo la proliferacion y la

division celular de células Tconv. En promedio, el tratamiento con EVs derivadas de células



Tregs Nrp1KO no inhibi6 la proliferacion de células Tconv, lo que sugiere que Nrpl presente
en las EVs derivadas de Tregs Foxp3+ participa en la funcién supresora de EVs.

En base a estos resultados, debemos considerar al menos dos posibles maneras en las
que Nrpl podria estar contribuyendo en la funcién de EVs de células Tregs. La primera, es
que moléculas de Nrpl presentes en la membrana vesicular participen en la union de ligandos
solubles del medio extracelular con funcion inmunoreguladora, y/é en la union de receptores
expresados por las células blanco. Nrpl funciona como co-receptor de los ligandos PDGF y
TGF-B (junto a los receptores canonicos PDGF-R y TGFB-R respectivamente) (95, 180), por
lo que ligandos inmunoreguladores solubles podrian unirse a EVs secretadas por células Tregs
Nrpl+. De este modo, al ser captadas por células blanco, podrian ejercer supresion inmune de
forma aditiva mediante los ligandos inmunosupresores unidos a las EVs. Una forma de
comprobar esta posibilidad seria realizando los ensayos de supresion de células Tconv tratadas
con EVs derivadas de células Tregs Nrpl+, pero en presencia de anticuerpos bloqueantes
contra estos ligandos (anti-PDGF, anti-TGF-f) o contra los receptores de estos ligandos (anti-
PDGF-R, anti-TGFB-R) y estudiar la funcion inhibitoria de estas EVs.

La segunda manera en la que Nrpl podria contribuir a la funcién de EVs de células
Tregs podria ser mas bien intrinseca a las mismas células Tregs, debido al rol de Nrpl en
mantener la estabilidad fenotipica de células Tregs Foxp3+ (112). Se han encontrado niveles
significativos de microRNA contenidos en EVs derivadas de células Tregs, tales como Let-7d,
miRNA-155, miR-142-3p y miR-150-5p (entre otros), los que participarian en la supresion
mediada por EVs de células Tregs (57, 62). No existen reportes describiendo una relacion
directa entre la expresion de Nrpl en células Tregs Foxp3+ y la presencia de estos miRNA,
pero considerando la relevancia de Nrpl en la estabilidad del fenotipo regulador, es posible
que las células Tregs Nrp1KO tengan alterada la expresion de miRNAs con funcidn supresora,
lo que podria modificar la composicion de miRNAs en sus EVs y alterar su funciéon. Una
forma de comprobar esta segunda posibilidad seria realizar analisis de secuenciacion de RNA
de EVs derivadas de células Tregs, comparando los genotipos wt y NrplKO, buscando
diferencias en los niveles de estos miRNA. Si bien nuestros resultados (ensayos de co-cultivo
in vitro) contribuyen con nueva evidencia acerca de Nrpl participando en la funcion supresora

de Tregs a través de EVs, el mecanismo molecular se mantiene desconocido.



Por otro lado, existen pocos reportes describiendo que el tratamiento con EVs de
células Tregs Foxp3+ extienda la sobrevida de trasplantes. Un trabajo utilizando un modelo de
trasplante renal en ratas, encontrd que el tratamiento i.v. con EVs derivadas de células Tregs
podria retrasar el rechazo al trasplante e inhibir la proliferacion de células T alo-reactivas (58).
Utilizando el mismo modelo, otro estudio demostré que las EVs derivadas de Tregs
administradas via i.v. promueven mayor sobrevida de trasplantes disminuyendo los niveles de
citogquinas pro-inflamatorias en el suero de los animales tratados (61). De manera analoga, nos
propusimos analizar la participacion de Nrpl en la funcién tolerogénica de EVs derivadas de
Tregs Foxp3+, utilizando el modelo murino de trasplante de piel. Sélo las EVs de células
Tregs wt fueron capaces de promover la sobrevida del alo-injerto, mientras que las EVs
derivadas de células Tregs Nrp1lKO fueron incapaces de evitar el rechazo, lo que comprueba
que la expresion de Nrpl también podria ser relevante para la funcion in vivo de las EVs
derivadas de células Tregs Foxp3+. En reportes anteriores, los animales trasplantados
recibieron al menos tres dosis de al menos 20 pg de EVs derivadas de células Tregs mediante
inyeccioén i.v. (58, 61). Por el contrario, en nuestro modelo el tratamiento con estas EVs
derivadas de Tregs consistidé en una Unica dosis de 5ug mediante administracion subcutanea
(s.c.) en la region dorsal de los animales, flanqueando la zona de la piel donde al dia siguiente
se realizaria el trasplante. Transferidas de esta forma, las EVs derivadas de células Tregs wt
efectivamente prolongaron la sobrevida del trasplante. Estas EVs probablemente son captadas
por las células Tconv transferidas, por las células del mismo injerto de piel, y por las células
de la inmunidad innata presentes en los animales Ragl-KO. Estos ratones inmunodeficientes
no poseen ni linfocitos T ni B maduros, pero la frecuencia y funcion de células NK,
macrofagos/monocitos y DCs se mantiene intacta en esta cepa (127). Por lo tanto, la induccion
de tolerancia mediada por las EVs derivadas de células Tregs wt podria no deberse sélo a la
modulacion in vivo de células Tconv, sino que ademas a un efecto sobre otros tipos celulares

presentes en el injerto y/o en células del sistema inmune del organismo receptor.

Se describid anteriormente que las EVs derivadas de células tumorales son capaces de
suprimir la respuesta anti-tumoral, promoviendo la apoptosis de células T debido a la
presencia de moléculas como el ligando de Fas (Fas-L) o galectina-9 en EVs tumorales (181-
183), o bloqueando la funcién de ligandos citotoxicos de células NK como NKG-2D (184).

Del mismo modo, se reportd que células Tregs Foxp3+ secretan EVS que son capaces de



inducir un fenotipo tolerogénico en DCs (62), por lo que la modulacion de la respuesta inmune
mediada por EVs podria dar cuenta de la induccion de tolerancia en los animales tratados en el
presente trabajo. Para complementar estas observaciones, seria necesario realizar un analisis
multiparamétrico de las células inmunitarias infiltrantes de los injertos de piel, tanto de
animales sin tratar como en animales tratados con EVs de células Tregs, analizando la
expresion de marcadores de activacion e inhibitorios, asi como el perfil de produccién de
citogquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, a fin de dilucidar el efecto funcional de las

EVs derivadas de células Tregs.

El contenido de las EVs derivadas de células Tregs podria tener un rol clave en la
induccién de tolerancia a trasplantes. En este contexto, reportes previos mostraron que DCs
transducidas para expresar las citoquinas inmunosupresoras IL-10 y TGF-p son capaces de
secretar EVs conteniendo estas citoquinas, y estas EVs son capaces de inhibir la inflamacién
en modelos de artritis reumatoide y de colitis experimental (185, 186). Un reporte reciente
mostrd por primera vez que las EVs producidas por células Tregs murinas poseen IL-35 en su
superficie, que estas EVs promueven anergia en células T y células B, y ademéas promueven
tolerancia a trasplantes cardiacos a través de tolerancia infecciosa (187). Si bien esta tesis no
tenia como objetivo determinar la presencia de citoquinas en EVs derivadas de células Tregs,
si se encontrd que las células Tregs NrplKO producen menores niveles in vivo de IL-10
durante el rechazo al trasplante. Si citoquinas como IL-10 estuviesen contenidas en EVs de
células Tregs, es posible que la funcion supresora disminuida de EVs derivadas de células
Tregs NrplKO también pueda atribuirse parcialmente a un menor contenido de I1L-10. De este
modo, la expresion de Nrpl podria participar en la funcién supresora de EVs derivadas de

Tregs de forma indirecta, a través de la produccion de I1L-10.

Finalmente, estos resultados sugieren que la presencia de Nrpl en las células Tregs
Foxp3+, asi como en las EVs derivadas de celulas Tregs, podria ser de utilidad en el area
clinica del trasplante (83). Las células Tregs humanas expresan Nrpl en su superficie (114),
por lo que las EVs de células Tregs humanas también podrian contener esta proteina en su
superficie. En trabajos anteriores se describid que las EVs provenientes de células T pueden
ser usadas como biomarcadores temprano del desarrollo de patologias (188); por ejemplo, en

pacientes con hepatitis B cronica, se encontraron altas concentraciones de EVs derivadas de



células T CD4+ y T CD8+ en suero de sangre periférica (189). En este sentido, es posible que
el nivel de Nrpl en EVs derivadas de células Tregs pudiese usarse como un indicativo de la
integridad de funcion supresora de células Tregs, asociada a la mantencion del fenotipo
regulador de estas células. Si bien resulta desafiante obtener la cantidad necesaria de EVs
derivadas de células Treg para considerar realizable un tratamiento clinico, la evidencia
obtenida en modelos pre-clinicos (raton y ratas) muestra que la administracion de estas
vesiculas extiende la sobrevida de aloinjertos (83). Una razén para considerar seriamente a
estas EVs como una terapia, radica fundamentalmente en estudios mostrando que bajo
ambientes pro-inflamatorios (como el organismo de pacientes con enfermedades autoinmunes
0 rechazando un trasplante), las células Treg Foxp3+ transferidas a pacientes pueden
convertirse in vivo en células T efectoras, empeorando la enfermedad (190, 191). Sin embargo,
a diferencia de las células Tregs, es poco probable que las EVs derivadas de células Tregs
humanas transferidas a pacientes se modifiquen o alteren significativamente durante

condiciones inflamatorias in vivo (83, 192).

En definitiva, el trabajo aqui expuesto entrega nuevos antecedentes acerca del rol de
Nrpl en la funcion supresora de células Tregs Foxp3+. Entender la participacion de este
receptor en los mecanismos de supresion de células Tregs abre nuevas interpretaciones sobre

los procesos celulares y fisioldgicos que modulan la respuesta inmune a trasplantes.



13. CONCLUSIONES

Las células Tregs Foxp3+ requieren de Nrpl para ejercer funcion supresora in vitro e

inducir tolerancia a trasplantes de piel in vivo.

Nrpl es necesaria para la correcta produccion de I1L-10 por células Tregs Foxp3+.

Nrpl participa en la modulacién del fenotipo de células Tconv.

Durante la induccion de tolerancia a trasplantes, las celulas Tconv adquieren funcion

inmunosupresora a traves de un mecanismo dependiente de células Tregs Nrpl+.

Nrpl esté presente en EVs derivadas de células Tregs Foxp3+.

Nrpl es requerida para la funcion supresora in vitro e in vivo de EVs derivadas de

células Tregs Foxp3+.



14. MODELO PROPUESTO

Nrp1KO Tregs

£2).

Figura 19. Nrp1l es requerida para la induccion de tolerancia a trasplantes mediada por
células Tregs Foxp3+. En el contexto del trasplante, las células Tregs ejercen funcion
supresora mediante la produccion de EVs conteniendo Nrpl, la secrecion de IL-10 y el
incremento de marcadores inmunoregulatorios (Nrpl y Eos) en células Tconv. Esto disminuye
la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y por células Tconv, lo que se
correlaciona con tolerancia inmunoldgica y la sobrevida del trasplante. Cuando las células
Tregs son deficientes en Nrpl ocurren los procesos opuestos, lo que se correlaciona con una

mayor respuesta inmune alogénica y finalmente con el rechazo al trasplante.
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