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RESUMEN (espafiol)

Introduccion: La hidrdlisis del AMP extracelular gatillada por la ecto-5'-nucleotidasa
CD73 genera adenosina (ADO), una potente molécula inmunosupresora que limita la
inflamacién. Los linfocitos T (LTs) reguladores murinos inducidos en presencia de acido
retinoico (RATregs) y sus vesiculas extracelulares secretadas (RATEVS) estan
enriquecidas en CD73, lo que podria dotarlas de funciones inmuno-moduladoras
acelulares. La naturaleza inflamatoria de la periodontitis desencadenada por una
respuesta inmune desregulada promueve la resorcién 6sea. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto de las RATEVs sobre la respuesta inmune y la
resorcion Osea alveolar inducida durante la periodontitis. Paralelamente, exploramos la
capacidad inmunosupresora de las RATEVs sobre la funcién efectora de los LTs in

vitro, asi como el rol de CD73 en este efecto.

Métodos: RATregs y RATEVs se aislaron y caracterizaron. El enriquecimiento de
CD73 en las RATEVs se caracteriz6 por Western Blot, citometria de flujo de generacion
de iméagenes (IFC) y convencional (FC), mientras que su actividad enzimatica (AMPasa)
se estudié mediante ensayos de produccion de ADO y fosfato. El efecto de las RATEVS
sobre la respuesta inmune y la pérdida de hueso alveolar asociados a la periodontitis se
evalué en un modelo murino mediante FC y analisis morfométrico/histologico,
respectivamente. Por dltimo, la capacidad inmunosupresora de las RATEVs se

caracterizo evaluando su efecto sobre la proliferacion y activacion de LTs, mientras que



la relevancia de CD73 cargada en las RATEVs se estudié a través del bloqueo de su

actividad AMPasa utilizando un inhibidor especifico de CD73.

Resultados: Los RATregs y las RATEVs mostraron una alta expresion de CD73 y
actividad AMPasa. Durante la periodontitis, las RATEVs redujeron la activacion de los
LTs CD4", la secrecion de IL-17A, la expresion de RANKL, y previnieron la resorcion
Osea alveolar. Ademas, en presencia de AMP, las RATEVSs suprimieron a los LTs CD4",

efecto que fue parcialmente revertido ante la adicion del inhibidor de CD73.

Conclusion: Los RATregs secretan VEs enriquecidas en CD73 enzimaticamente activa.
Las RATEVs suprimen la respuesta efectora de los LTs CD4" y previenen la pérdida
6sea alveolar inducida por la periodontitis, proceso que depende de la actividad AMPasa

de CD73.



ABSTRACT (inglés)

Introduction: Extracellular AMP hydrolysis prompted by CD73 ecto-5’-nucleotidase
generates adenosine, a potent immune suppressor that limits inflammation. Murine T
regulatory cells induced in the presence of retinoic acid (RATregs) and their secreted
extracellular vesicles (RATEVS) are enriched in CD73, which might endow them
acellular immunomodulatory functions. The inflammatory nature of periodontitis
triggered by a deregulated immune response promotes bone resorption. Therefore, we
aimed to evaluate RATEV’s effect over periodontitis-induced immune response and
alveolar bone resorption. In addition, we explored RATEV’s immunosuppressive

capacity on T cells effector function in vitro, as well as CD73’s involvement.

Methods: RATregs and RATEVs were isolated and characterized. CD73 enrichment on
RATEVs was characterized by Western Blot, imaging (IFC), and conventional Flow
Cytometry (FC), whereas its enzymatic (AMPase) activity was studied by adenosine and
phosphate production assays. RATEVs effect on periodontitis-associated immune
response and alveolar bone loss were evaluated on murine model using FC and
morphometric/histological analysis, respectively. Finally, RATEVS immunosuppressive
capacity was assessed evaluating their effect on T cells proliferation and activation,
whereas the relevance of RATEVs-derived CD73 was tested by blocking their AMPase

activity with a specific CD73 inhibitor.



Results: RATregs and RATEVs showed high CD73 expression and AMPase activity.
During periodontitis, RATEVs reduced CD4" T cells activation, IL-17A secretion,
RANKL expression, and prevented alveolar bone resorption. Moreover, in the presence
of AMP, RATEVs suppressed CD4" T cells, effect that was partially reverted by the

addition of CD73 inhibitor.

Conclusion: RATregs release EVs enriched in enzymatically active CD73. RATEVs
suppress CD4" T cells effector responses and prevent periodontitis-induced alveolar

bone loss, process that largely relies on CD73’s AMPase activity.



I. INTRODUCCION

Linfocitos T reguladores como moduladores de la respuesta inmune

Los linfocitos T (LTs) son células inmunes capaces de reconocer un amplio rango de
antigenos mediante su receptor TCR (T cell receptor) e iniciar una respuesta ante ellos.
Luego de la interaccion del TCR con el complejo MHC-antigeno, expuesto por las
células presentadoras de antigeno (APCs) en un microambiente de citoquinas particular,
los LTs virgenes (naive) se activan y diferencian en LT efectores o reguladores. En este
sentido, se pueden clasificar en LT colaboradores (CD4"), reguladores (Tregs) o T
citotéxicos (CD8"), de dependiendo si presentan un fenotipo efector, supresor o

citotdxico, respectivamente (1).

El sistema inmune es capaz de proteger al hospedero ante un amplio rango de antigenos
exogenos y, a la vez, de no reaccionar ante antigenos propios, previniendo respuestas
desreguladas, proceso conocido como tolerancia inmune. La tolerancia inmune involucra
la actividad de células especificas con propiedades inmunosupresoras, entre las cuales
los Tregs han demostrado ser los mas relevantes (2). Su funcidn consiste en restaurar y
mantener la homeostasis inmune, controlando la autoinmunidad y la inflamacion
exacerbada, evitando asi que las células inmunes activadas causen dafio (3, 4). Los Tregs
se caracterizan fenotipicamente por la expresion de Forkhead box P3 (FoxP3), factor de
transcripcion maestro que determina su perfil genético, diferenciacion, estabilizacion
fenotipica y funcion (5). Ademas, expresan constitutivamente la cadena alfa del receptor
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de interleuquina (IL)-2, conocido como CD25, al cual se une IL-2, citoquina necesaria

para la diferenciacion, activacion y expansion de los LTs, incluyendo los Tregs (5).

Segln su ontogenia, los Tregs se clasifican en timicos (tTregs) o periféricos (pTregs)
(6), ambos considerados como Tregs naturales (nTregs) que cumplen funciones
bioldgicas esenciales (7-9). Los tTregs se desarrollan en el timo a partir de interacciones
de alta afinidad con antigenos auto-reactivos expresados por los timocitos, pasando a la
circulacion periférica con un fenotipo CD4*FoxP3*CD25"%" por lo que son
particularmente importantes en la prevencion de trastornos autoinmunes (10, 11). Por
otro lado, los pTregs se generan en los tejidos periféricos a partir de LTs naive tras la
presentacion antigénica en presencia de IL-2 y el factor de crecimiento transformante
(TGF)-B1, presentando un fenotipo CD4"Foxp3"CD25" (12). Debido a que el nimero de
nTregs fisiologicamente disponibles es limitado, se han desarrollado estrategias de
generacion de Tregs in vitro. Estos Tregs son inducidos a partir de precursores naive en
presencia de las citoquinas previamente mencionadas, es decir, TGF-f1 e IL-2 (13).
Adicionalmente, otros factores, tales como el &cido retinoico all trans (ATRA),
metabolito activo derivado de la vitamina A, han demostrado potenciar la induccion y
diferenciacion de Tregs en distintos contextos biolégicos y experimentales (14, 15). En
particular, el ATRA contribuye a la consolidacion del linaje y funcién supresora de los
Tregs mediante la estabilizacion de FoxP3 (16), motivo por el cual en el presente estudio

trabajamos con Tregs inducidos en presencia de RA (RATregs).



Inestabilidad fenotipica de los Tregs durante la inflamacion crénica

Una de las caracteristicas de los Tregs es que, luego de su diferenciacion, mantienen
cierta plasticidad funcional. Es asi como en condiciones particulares como la
inflamacién crénica, los Tregs tienden a perder su funcién reguladora (17). De esta
manera, los Tregs pueden volverse inestables o disfuncionales frente a la exposicion a
ciertas citoquinas proinflamatorias, las que pueden influir en el estado de FoxP3 a nivel
epigenético o postraduccional (18, 19). Bajo ciertas circunstancias, los Tregs también
pueden adquirir caracteristicas del tipo efector sin perder la expresion de FoxP3,
generando fenotipos hibridos, tal como FoxP3*Thet' TFNy* 0 Foxp3*"RORyt'IL-17A",
con funciones similares a los LTs efectores tipo Thl y Thl7 que secretan citoquinas
proinflamatorias tales como IFNy e IL-17A, respectivamente (17). Este proceso se
vuelve altamente relevante en patologias como la periodontitis, enfermedad inflamatoria
cronica en la cual el efecto inmunomodulador, y por lo tanto la estabilidad de los Tregs,

es critica en la patogenia de la enfermedad.
Periodontitis y resorcion ésea alveolar

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica cuya etiologia se ha atribuido a
un proceso dishidtico polimicrobiano responsable de desencadenar una respuesta inmune
local desregulada, la cual induce la destruccion de los tejidos de soporte de los dientes

(20). La resorcion oOsea alveolar es una de las caracteristicas distintivas de la



periodontitis, la cual se manifiesta clinicamente como pérdida de insercion periodontal,

formacion del saco periodontal y, eventualmente, la pérdida de los dientes (21).

Los osteoclastos (OCs) son las células responsables de la resorcion dsea alveolar (22).
La diferenciacion, actividad y sobrevida de los OCs es regulada fundamentalmente por
una triada de proteinas: el receptor activador del factor nuclear kB (RANK), su ligando
(RANKL) vy el inhibidor soluble especifico de RANKL denominado osteoprotegerina
(OPG). RANKL induce la osteoclastogénesis al interactuar con el receptor RANK
expresado en células precursoras, mientras que OPG inhibe esta interaccién mediante el
secuestro de RANKL, evitando su union a RANK. De esta manera, el balance entre los
niveles de RANKL/OPG determina el nimero de OCs diferenciados y la magnitud de la

pérdida sea (23).

En el contexto periodontal, para mantener la homeostasis tisular, incluida la del tejido
6seo, el sistema inmune patrulla proactivamente el periodonto que esta en contacto
constante con la microbiota unida al diente (20). Asi, en salud, se constituye un
infiltrado celular rico en macrdfagos y LTs que mantienen la homeostasia periodontal vy,

en caso de patologia, orquestan la inmunidad.
Macrofagos durante la periodontitis

Los macrdfagos (Macs) (CD45F4/80") son células inmunes innatas que responden
rapidamente ante la infeccion, presentando distintas respuestas ante los
microorganismos. En este contexto, exhiben multiples funciones claves en el desarrollo

4



y resolucién de patologias asociadas a inflamacién crénica, tales como: la fagocitosis
(24), presentacion antigénica, estimulacion de LTs (25) y secrecion de citoquinas que
amplifican la respuesta inmune (24). En los tejidos periodontales, los Macs pueden
presentarse como residentes tisulares o células infiltrantes derivadas de monocitos
atraidos por quimioquinas. Ambos tipos contribuyen significativamente a la homeostasis
celular y defensa ante microorganismos (26). Sin embargo, distintos productos
bacterianos, tales como las endotoxinas, pueden activar el sistema monocito/macréfago
incrementando el ndmero de Macs en el periodonto y la produccion de factores

proinflamatorios, causando inflamacion y destruccion tisular (27).

Segln su mecanismo de activacion, los Macs se polarizan y exhiben distintos fenotipos
funcionales, tradicionalmente clasificandose en M1 (via clésica) o M2 (alternativa). Los
M1 expresan niveles altos de CD86 (molécula co-estimuladora, indicadora de activacion
celular) y se pueden inducir por componentes microbianos o citoquinas proinflamatorias,
tales como lipopolisacéaridos (LPS) e interferon (IFN)-y. Funcionalmente, favorecen la
fagocitosis de patdgenos y estimulan la activacion de neutréfilos y LTs a través de la
produccion de IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23, sintasa de Oxido nitrico inducible (iNOS) y
factor de necrosis tumoral (TNF)-a (28, 29). Por otro lado, los M2 expresan altos niveles
de CD206 (receptor de manosa) y son inducidos por citoquinas antiinflamatorias como
IL-4 e IL-13. Asi, estan involucrados principalmente en la resolucion de la inflamacion y

la regeneracion tisular mediante la secrecion de citoquinas antiinflamatorias y pro-



angiogénicas, como IL-10 y TGF-B (30, 31). Cabe destacar que, en las enfermedades
inflamatorias, la funcion de los Macs responde a un equilibrio dindmico entre las
funciones proinflamatorias y antiinflamatorias de los fenotipos M1 y M2; sin embargo,
también existe un amplio espectro de fenotipos mixtos entre ellos (32). Considerando
esto y debido a la basta complejidad y distintas capacidades que presentan los Macs, en
la actualidad se propone clasificarlos como inflamatorios (iMacs) o asociados a la

resolucion de la inflamacion (rMacs) (32-35).

Durante la periodontitis, los iMacs (tipo M1) fagocitan microorganismos y fragmentos
tisulares y, ademas, expresan altos niveles de MHC 1l y moléculas co-estimuladoras
(tales como CD80/CD86), por lo que tienen una alta capacidad de presentacion
antigénica (36, 37). Ademas, producen citoquinas proinflamatorias, metaloproteinasas
de matriz MMP-1 y MMP-2, iNOS vy ciclooxigenasa (COX-2). Dado las citoquinas que
producen, los Macs tipo M1 inducen respuestas inmunes del tipo linfocitario Thly Thl7
en los LTs residentes de memoria, incrementando la inflamacion. Adicionalmente, el
fenotipo tipo M1 estd estrechamente relacionado con el fendmeno de resorcion 6sea,
dado que potencian la osteoclastogénesis mediante la secrecion de TNF-q,
prostaglandina (PGE>), IL-1B, IL-6 e IL-12 (37, 38), jugando un rol destructivo durante

la periodontitis.

Durante la resolucion de la inflamacion, los monocitos infiltrados se diferencian a rMacs

(tipo M2), los que comparten caracteristicas funcionales tanto de tipo M1 como de tipo



M2. Asi, producen citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, procesan y presentan
antigenos y fagocitan células apoptoticas (eferocitosis) (39, 40). Esto Gltimo implica la
remocion de una importante fuente de factores proinflamatorios, favoreciendo la
reparacion tisular (41). En este sentido, durante la periodontitis, se estableceria un
predominio de actividades proinflamatorias, favoreciendo el fenémeno osteo-
destructivo, debido a que los Macs no serian capaces de ejecutar funciones pro-

resolutivas eficientemente (42).
Rol del desbalance Th17/Treg durante la periodontitis

En los tejidos periodontales sanos, los LTs son la poblacién celular dominante dentro del
compartimiento linfocitario, y durante la periodontitis, los LTs pueden aumentar hasta
10 veces més (43, 44). Entre los LTs colaboradores, los del tipo Th17 son determinantes
clave de la resorcion dsea alveolar durante la periodontitis (44-46). Ellos expresan el
factor de transcripcion RORyt y producen cantidades importantes de citoquinas,
incluyendo IL-17A, motivo por el cual reciben ese nombre. Los LTs Thl7 pueden
activar la osteoclastogénesis de manera directa mediante la expresion de RANKL o
indirecta mediante la produccion de IL-17A, la que a su vez induce la expresion de
RANKL en osteoblastos y fibroblastos (47, 48). Sin embargo, los Thl7 no son los
Unicos LTs CD4" productores de IL-17A. Recientemente, se han identificado LTs
FoxP3*IL-17A" en los tejidos periodontales afectados de periodontitis, sugiriendo un rol

de los Tregs en la patogénesis de la enfermedad (49-51).



En condiciones de homeostasis, los Tregs estn asociados a salud periodontal (52, 53) y
cumplen un rol protector 6seo controlando el dafio tisular mediante la supresion de
células proinflamatorias (54, 55). No obstante, el nimero de Tregs aumenta durante la
periodontitis, en un intento de controlar la actividad de las células proinflamatorias,
incluyendo a los LTs Th17, y de esta forma el dafio tisular (56, 57). Los linfocitos Th17
y Tregs poseen una via de diferenciacién comdn dependiente de la presencia de TGF-p1
(58). En este sentido, la deteccion de LTs FoxP3'IL-17* podria implicar una
transdiferenciacion de Tregs hacia un perfil Th17, lo cual potenciaria la actividad pro-
inflamatoria y osteodestructiva. Asi, un equilibrio entre Th17 y Tregs favoreceria la
salud periodontal; en cambio, el desbalance Th17 >Tregs favorecido por las condiciones
inflamatorias locales promoveria la resorcion 6sea alveolar durante la periodontitis. Los
eventos inmunolégicos previamente mencionados, desarrollados durante la periodontitis,

se representan en el Esquema 1.



Esquema 1: Respuesta inmune de Macs y LTs durante la periodontitis.

MT1-like ¢
——— M2-like




Vesiculas extracelulares derivadas de Tregs como agentes inmunomoduladores

En los Gltimos afios, la accion de las vesiculas extracelulares (VEs) derivadas de Tregs
(TEVSs) se han identificado como un nuevo mecanismo mediante el cual los Tregs

ejercen la inmunosupresion de manera independiente al contacto célula a célula (59).

Las VEs se definen como estructuras membranosas que encierran citoplasma en una
bicapa lipidica, liberadas por, esencialmente, todos los tipos celulares (60). Son
consideradas como mediadores de la comunicacion intercelular ya que actdan
transportando lipidos, proteinas y material genético, capaces de generar una respuesta en
las células receptoras participando en diferentes procesos tanto fisioldgicos como
patologicos (61, 62). Basado en el mecanismo de biogénesis, las VEs se clasifican
principalmente en dos categorias: Microvesiculas (MVs) y Exosomas (Exos) (60, 63), lo

cual se representa en el Esquema 2.
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Esquema 2: Biogénesis de las vesiculas extracelulares.

Extracellular Vesicles (EV)

Microvesicles

Early .
endosome

Las MVs (también llamadas microparticulas o ectosomas), se desprenden directamente
de la membrana plasmaética al espacio extracelular y tienen un amplio rango de tamafios,
llegando hasta 1 pm (64). Al contrario, los Exos son VEs pequefias de <200 nm de
didametro de origen endosomal, formados como vesiculas intraluminales al interior de
cuerpos multivesiculares (MVBs) que son liberados una vez que éstas se fusionan con la
membrana celular (65-67). Los Exos se generan y secretan gracias a la actividad de la
maquinaria celular ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) (68),
que consiste en una familia de proteinas que se asocian en complejos sucesivos (ESCRT
0, I, I1'y 1) en la membrana de los MVBs, para regular el contenido y la formacion de

vesiculas intraluminales (69). Por otro lado, también pueden formarse mediante
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mecanismos dependientes de ceramidas (70) o por la accidn de proteinas de la familia de
las tetraspaninas. En particular, CD9, CD63 y CD81 se han caracterizado como
tetraspaninas potencialmente acumuladas en los MVBs y, en consecuencia, en los Exos
(60). Por esta razon, la presencia de proteinas pertenecientes al complejo ESCRT o
tetraspaninas, se utilizan para caracterizar a los Exos como prueba de su origen

endosomal (71).

Las TEVs pueden ejercer funciones inmunoreguladoras directas en las células blanco
(72-75) y, ademas, pueden potenciar la capacidad inmunosupresora de los Tregs
preexistentes. Asi, pueden suprimir a los LTs efectores e incluso favorecer en ellos la
adquisicién de funciones reguladoras, proceso denominado “tolerancia infecciosa” (76).
Ademaés, han mostrado la capacidad de modular la actividad de las APCs, en las que se
induce un fenotipo tolerogénico (77). Estos mecanismos pueden causar un impacto
relevante en patologias osteodestructivas, tal como en artritis reumatoide, donde fueron

capaces de modular el desbalance Th17/Tregs y la destruccion 6sea articular (78).

Al provenir de los Tregs, las TEVs poseen distintas moléculas en su cargo relacionadas
con funciones reguladoras, entre las cuales se encuentran los micro-RNAs (miRNAS),
(75, 77-79), citoquinas (80) y enzimas de superficie (73). Dentro de estas Ultimas, la
ectoenzima CD73 se ha asociado en gran medida a su capacidad inmunosupresora. En

efecto, CD73 presente en las TEVs ha mostrado ser fundamental para la supresion de la
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proliferacion de LTs CD4" y de la produccion de IL-2 e IFN-y, mientras que las TEVs

deficientes en CD73 obtenidas de Tregs CD73KO no presentaron esta capacidad (73).
Actividad supresora de los Tregs y TEVs mediada por CD73

En condiciones fisiologicas, la concentracién de ATP en el espacio extracelular (eATP)
es baja (10* veces menor que en el ambiente intracelular). No obstante, al ocurrir dafio
celular durante la injuria tisular, hipoxia o inflamacion, el ATP se libera al espacio
extracelular y es censado por las celulas inmunes, evocando efectos principalmente
proinflamatorios (81) tal como la induccion de LTs Thl7 (82). CD39 y CD73, dos
ectoenzimas de superficie, actian de manera secuencial desfosforilando el ATP/ADP y
AMP, respectivamente. De esta manera, controlan los niveles de eATP y generan
adenosina (ADO), molécula altamente antiinflamatoria (83). En efecto, CD39 (llamado
ecto-apirasa) degrada el ATP y el ADP a 5"-AMP (adenosina-5"-monofosfato), lo cual
provee el sustrato para CD73. Por su parte, CD73 (ecto-5"-nucleotidasa) cataliza la
hidrdlisis de 5’-AMP a ADO Yy fosfato inorganico (84). La ADO generada en el espacio
extracelular es un potente factor inmuno-regulador que protege a las células y a los
tejidos del dafio generado durante respuestas inmunes excesivas, como ocurre durante la
colitis (85), diabetes (86), asma (87) y sepsis (88). En particular, la ADO interactia con
cuatro tipos de receptores (ARs) acoplados a proteina G (GPCRs) del tipo purinérgico,
denominados AiR, A2aR, AR y AsR (89) expresados por celulas inmunes y no

inmunes (90-92).

13



Los Macs expresan los 4 tipos de ARs, donde A2aR y A2gR son los de mayor expresion.
Cuando se activan los receptores Aza 'y Azg, se inhibe la diferenciacion del tipo M1y, en
consecuencia, disminuye la liberacion de iNOS, IL-6, IL-12 y TNF-a, entre otras (93-
96). En contraste, la ADO aumenta la produccion de la citoquina antiinflamatoria IL-10
(97), efecto mediado principalmente por A2aR (98, 99). Por otro lado, los LTs expresan
predominantemente el receptor de alta afinidad a ADO A2aR, el cual incrementa su
expresion luego de la activacion celular (100). La sefializacion via A2aR estimula la
produccion de AMP ciclico (cAMP) intracelular y la activacion de la proteina quinasa A
(PKA), que a su vez inhibe la sefializacion via TCR (101). De esta forma, se inhibe la
activacion, proliferacion y secrecion de citoquinas efectoras por parte de los LTs (84).
Adicionalmente, la estimulacion de A2aR en Tregs incrementa la proliferacion celular y
actividad inmunosupresora (102). En el Esquema 3, se resume la actividad de CD73 y

el efecto de ADO sobre los Macsy LTs.
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Esquema 3: Mecanismo de accion de CD73/adenosina sobre Macsy LTs.
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Planteamiento del problema

La accion supresora de los Tregs ha demostrado ser fundamental para la mantencion de
la homeostasis inmune. Sin embargo, en distintos contextos patoldgicos, la estabilidad
fenotipica y funcional de los Tregs se ve comprometida debido a la presencia de
abundantes mediadores proinflamatorios en los tejidos afectados. En este contexto, los
Tregs pueden disminuir su capacidad inmunosupresora y/o trans-diferenciarse a un perfil
efector, capaz de secretar citoquinas proinflamatorias, contribuyendo més ain a la
patogenia de la enfermedad. En efecto, la conversion patogénica de Tregs durante la
periodontitis hacia un perfil secretor de IL-17A ante condiciones inflamatorias
enriquecidas en IL-6 ha sido demostrada. Esto ultimo, promueve la diferenciacion de

OCsy, consecuentemente, la resorcion 6sea alveolar (50, 51).

Las TEVs, en cambio, una vez que son secretadas, no son susceptibles a modificar su
cargo y funcién ante un microambiente inflamatorio (103). Por lo tanto, se presentan
como una opcién mas estable para su uso como inmunoterapia, pudiendo ser utilizadas
para favorecer la regulacion inmune y, a la vez, disminuir los fenémenos pro-
osteodestructivos en condiciones de inflamacién cronica. Sin embargo, baja frecuencia
de nTregs y su lenta tasa de expansién in vitro (en comparacién con aquellos inducidos),
dificulta la aislacion de altas cantidades de TEVs y, en consecuencia, su potencial uso

terapéutico.
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Tomando en consideracion estos antecedentes, en el presente estudio nos propusimos
aislar, caracterizar y evaluar la capacidad inmunosupresora de las VEs (RATEVS)
derivadas de Tregs inducidos in vitro en presencia de acido retindico (RATregs).
Especificamente, el efecto de las RATEVs sobre la funcion efectora de LTs CD4", la
respuesta inmune de LTs y Macs y la resorcion dsea alveolar en un modelo de
periodontitis experimental. Adicionalmente, considerando la alta expresion de CD73 que
detectamos tanto en los RATregs y como en las RATEVS secretadas (Figura 1), ademas
del potente efecto antiinflamatorio asociado a la ADO producida a partir de la actividad
AMPasa de esta enzima, evaluamos el rol de CD73 en la potencial funcion supresora de

las RATEVS.
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Il. HIPOTESIS

Las vesiculas extracelulares derivadas de RATregs modulan la respuesta inmuno-
inflamatoria M1/M2 y Th17/Tregs y previenen la resorcion dsea alveolar durante la

periodontitis mediante la actividad de CD73.
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OBJETIVOS

111.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de las vesiculas extracelulares derivadas de RATregs y el rol de

CD73 en la respuesta inmuno-inflamatoria de macréfagos (M1/M2) y linfocitos T CD4*

(Th17/Treg) y la resorcién Gsea alveolar durante la periodontitis.

111.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

Caracterizar el rol de CD73 como mecanismo de inmuno-modulacion de las
vesiculas extracelulares derivadas de RATregs mediante la evaluacion de su efecto
sobre la proliferacion, activacion y fenotipo de linfocitos T CD4" in vitro en

presencia 0 no de su inhibidor especifico.

Analizar el efecto de las vesiculas extracelulares derivadas de RATregs en la
frecuencia y fenotipo de macréfagos (M1/M2) y linfocitos T CD4* (Th17/Treg)

durante la periodontitis.

Analizar el efecto de las vesiculas extracelulares derivadas de RATregs en la

resorcion Osea alveolar durante la periodontitis.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Animales

Para la induccion de los RATregs y purificacion de las VEs, se utilizaron ratones
transgénicos de 8 a 12 semanas de edad de la cepa C57BL/6 que expresan la proteina
fluorescente verde (GFP) bajo el control del promotor FoxP3. Para la evaluacion del
efecto del tratamiento con RATEVs en el modelo de periodontitis experimental y
ensayos funcionales, se utilizaron ratones silvestres de la cepa C57BL/6 de entre 8 a 12
semanas de edad. El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Bioética
CICUA de la Universidad de Chile (Anexo 2) y se realizd siguiendo las normas de

conducta de los bioterios de la Universidad de Chile y la Universidad de los Andes.
Induccion de RATregs

A partir de bazos obtenidos de los ratones FoxP3-GFP, se realiz6 la purificacion de LTs
CD4" utilizando el kit EasySep™ mouse CD4" T cell isolation (#19852, Stem Cell
Technologies). Los LTs CD4" purificados fueron cultivados en medio RPMI,
suplementado con suero bovino fetal (SBF) (Gibco™, #10437028) depletado de VEs, en
placas de cultivo previamente tratadas con solucion de coating con 10 pg/mL de
anticuerpo anti-CD3 (Clon 145-2C11, #BE0001-1, BioXcell) y 1 pg/ml de anti-CD28
(Clon 37.51, #102116, Biolegend). Para la induccion de RATregs, los LT CD4" fueron

tratados con 100 IU/mL de IL-2 recombinante humana (#200-02, Preprotech), 10 ng/ml
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de TGF-B1 recombinante humana (#100-21, Preprotech) y 10 nM de &cido retinoico
(ATRA) (#R2625, Sigma) durante 5 dias. Luego, se recuperd el medio condicionado
para la posterior obtencion de las VEs. Los RATregs fueron recuperados y
caracterizados mediante citometria de flujo (CF) evaluando la expresion de FoxP3,

CD25y CD73.
Purificacion de vesiculas extracelulares derivadas de RATregs (RATEVS)

Para la obtencién de las VEs, el medio condicionado recuperado del cultivo de los
RATregs fue sometido a centrifugacion diferencial a tiempos y velocidades secuenciales
de 300 g por 5 minutos, 2.000 g por 20 minutos y 10.000 g por 30 minutos, 2 veces,
finalizando con dos ciclos de ultracentrifugacién a 100.000 g por 90 minutos. Tras el
ultimo ciclo, el pellet de las VEs fue resuspendido en PBS1X estéril para los ensayos in
vivo (modelo de periodontitis) 0 medio RPMI completo libre de VEs para los ensayos in
vitro (ensayo de supresion en presencia del inhibidor de CD73) y almacenado a 4°C o -

80°C, respectivamente, para su posterior uso.
Caracterizacion de las VESs

Para determinar la concentracién, el nimero total y la distribucion del tamafio de las
VEs, las muestras se sometieron a Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) en el equipo
NanoSight NS500, siguiendo un protocolo recomendado por el fabricante (104). La
concentracion de proteinas totales se determiné utilizando el kit Pierce™ BCA protein
assay (#23225, Thermo Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Posteriormente, se realizd la deteccion de la ectoenzima CD73 (Invitrogen, #MAb-
15537) y el marcador CD81 (#sc-166029, Santa Cruz) mediante Western Blot (105).
Ademas, se ratificd la expresion de CD73 por CF, uniéndolas previamente a
microesferas (MEs) de latex aldehido/sulfato (#A37304, Molecular Probes Life
Technologies), siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, se incubaron 2,1 x
10° VEs con 1 pL de MEs por 10 minutos a temperatura ambiente y por 16 horas a 4°C
en agitador rotatorio. Al dia siguiente, se agregé 1 M de glicina por 1 hora y BSA 10%
por 45 minutos a temperatura ambiente, en agitador rotatorio. Luego, segin la
condicion, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario anti-CD73 (#MAD5-
15537, clon 1D7, Invitrogen) y el anticuerpo secundario 1gG1 anti-mouse AlexaFluor
488 (#406626, Biolegend), definiendo las siguientes condiciones experimentales: (a)
MEs+RATEVs, (b) MEs+RATEVs+anticuerpo secundario anti-mouse AF488, y (c)
MEs+RATEVs+anticuerpo primario anti-CD73+anticuerpo secundario anti-mouse

AFA488. La adquisicion se realizé en un citbmetro FACSCanto |11 (BD).
Imaging Flow cytometry de células y VEs.

Con el fin de complementar la caracterizacion de los RATregs y las RATEVS, éstas se
analizaron mediante Imaging Flow Cytometry (IFC). Para esto, los LTs CD4" (pre-
induccion) y los RATregs (post-induccion) fueron incubados con los anticuerpos anti-
CD73-PE, CD4-PerCP-Cy5.5 y CD25-PE-Cy7 durante 30 minutos a 4°C en la

oscuridad. Por otro lado, las RATEVs obtenidas a partir de los RATregs previamente
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teflidos con CFSE (#C34554, ThermoFisher) fueron incubadas con un anticuerpo anti-
CD73-PE 1:20 por 1 hora (106). Ambas muestras fueron trasladadas al John Vane
Science Centre, de la Queen Mary University of London, Inglaterra, para ser analizadas
en el equipo AMNIS ImageStreamX Mark Il. Para los RATregs, los parametros de
adquisicién fueron: magnificacion 40x, velocidad adquisicion baja y opcion de remover
beads desactivada. Para las RATEVs, los pardmetros de adquisicion fueron:
magnificacion 60x, velocidad de adquisicién bajo, intensidad de los laseres al maximo,
tamafio del “core central” de 7 um y opcién de remover beads desactivada. Las

imagenes obtenidas se analizaron con el software IDEAS v.6.2 (107).
Ensayo de bio-distribucion

Dado que las RATEVs serian utilizadas para su inoculacion en el periodonto en ratones
afectados de periodontitis experimental, previamente, se analizd su bio-distribucion y
tiempo de permanencia en el sitio de puncién, para ratificar que se encuentran
disponibles en el periodonto para cumplir su efecto. Para esto, las RATEVs fueron
teflidas durante 1 hora a 37°C con 71 uM DiR (DilCqg(7): 1,1'-dioctadecyl-3,3,3",3'-
tetramethylindotricarbocyanine iodide) (Biotum, #60017), sonda fluorescente lipofilica
que tifie estructuras compuestas de membrana citoplasmatica, tales como las VEs. Tras
su excitacion a AEx 748 nm, la sonda emite fluorescencia en el espectro near-infrared
(AEm 780 nm) (108). En ratones C57BL/6, 1,3 x 10® de RATEVs tefiidas se inocularon

en un volumen de 1,2 pl intragingivalmente por palatino en relacion al segundo molar,
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utilizando una jeringa Hamilton. Como control negativo, se inoculd 1,2 uL de PBS DiR
71 uM, libre de RATEVS. Luego, se procedio a realizar la excitacion y deteccion de la
sonda en un equipo LI-COR Odyssey® ClIx Imaging System a los siguientes tiempos: 0
min, 30 min, 24 h, 48 h, 72 hy 7 dias. Al dia 7, se realizé la eutanasia de los animales y
la extraccion del maxilar, los linfonodos cervicales, los linfonodos axilares, el bazo, el
higado y los rifiones, para realizar la deteccion de la sefial de DiR ex vivo. Para el
analisis, los parametros utilizados fueron: profundidad p=169 pm, calidad in vivo

Q=lowest, calidad ex vivo Q=highest y foco de 2,0 mm.
Evaluacion de la actividad de CD73

Con el fin de establecer si la ectoenzima CD73 expresada en los RATregs y presente en
las RATEVs se encontraba enziméaticamente activa, se evaluo la generacion de fosfato
inorganico y ADO a partir del sustrato 5’-AMP mediante ensayos independientes

detallados a continuacion.
Anélisis de la produccion de fosfato

Para medir la produccion de fosfato inorganico, se realizé el ensayo colorimétrico
Malachite green utilizando el kit SensoLyte (AnaSpec, Fremont, CA, EEUU). Previo a
la realizacion del ensayo, los RATregs y las RATEVS se lavaron y resuspendieron en
solucion tampon libre de fosfato (TLF). Esto ultimo para eliminar cualquier traza de
fosfato en el medio que pudiera confundirse con el fosfato generado a partir de la
hidrolisis de AMP mediada por CD73 (109). Asimismo, se prepar0 50 uM de 5’-AMP
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(#A2252, Sigma) y 100 uM de ADO 5'-(a, B-methylene) diphosphate (Inhibidor de

CD73. #M3763, Sigma) en solucion TLF.

En placas de 96 pocillos, 2,5, 5 0 10 x10° RATregs o RATEVS obtenidas a partir de 1 o
2 x10° RATregs (nombradas EV-1 y EV-2, respectivamente) se incubaron en presencia
de 50 uM de 5’-AMP (Sigma, #A2252) durante 30 min a temperatura ambiente. Para
evaluar qué proporcion de la produccion de fosfato era dependiente de la actividad de
CD73, en algunas condiciones se agregé 100 uM del inhibidor de CD73 previamente
mencionado. Como control, para determinar la produccion basal de fosfato por parte de
las células y VEs, se incluyeron las condiciones de células o particulas en ausencia del
sustrato 5’-AMP e inhibidor de CD73. Luego de la incubacion, las muestras fueron
expuestas a 20 pL del reactivo colorimétrico Malachite green el cual se incub6 en
agitacion por 10 min, siguiendo las indicaciones del kit. Finalmente, se midi6 la
absorbancia en un espectrofotémetro a 600 nm. Para cuantificar los niveles de fosfato,

los valores de absorbancia fueron comparados con una curva estandar incluida en el kit.
Anélisis de la produccion de adenosina

Para medir la produccion de ADO, 1 o 2 x 10° RATregs o las RATEVs obtenidas a
partir de 2 x10® RATregs fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% SBF
libre de VEs en presencia de 5 mM de 5’-AMP, 10 uM de 6-((4-Nitrobenzyl)thio)9-p-D-
ribofuranosylpurine (NBTI, Sigma #N2255) y 50 uM erythro-9-(2-Hydroy-3-nonyl)-

adenine hydrochloride (EHNA-HCI, Sigma #E114) a 37°C por 1 hora. Para evaluar si la
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produccion de ADO esta dada por la actividad especifica de CD73, se incluyeron las
condiciones de celulas o particulas incubadas con 1 mM del inhibidor de CD73 previo a
la adicion del sustrato 5°-AMP. Luego de 1 h de incubacion, 10 pL del sobrenadante fue
utilizado para medir los niveles de ADO utilizando el ensayo PathHunter ADORA2B
(DiscoverX), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADO
producida fue calculada utilizando como referencia una curva estandar de adenosina

(Sigma, #A9251).
Ensayo de supresion sobre leucocitos

Para evaluar la capacidad inmunosupresora de las RATEVS, leucocitos totales de bazo
depletados de eritrocitos se aislaron de ratones C57BL/6 utilizando un amortiguador de
lisis (Red blood cell lysis buffer #420302, Biolegend). Luego, los leucocitos fueron
tefiidos utilizando el kit CellTrace™ Violet Cell Proliferation (CTV #C34557,
Thermofisher), en el cual se usa un marcador que permite detectar los ciclos de
proliferacion celular mediante su dilucion secuencial. Las células tefiidas se activaron
con el anticuerpo anti-CD3g (clon 145-2C11, #BE0001-1, BioXcell) para estimular la
proliferacion especifica de los LTs, los cuales fueron expuestos a distintas
concentraciones de RATEVs: 1,3, 26 y 52 x 108 particulas (EV-1/EV-2/EV-3,
respectivamente). Como control, se utilizaron células no activadas o activadas expuestas
a PBS 1X, utilizado como vehiculo. Luego de 72 h, las células fueron recuperadas,

tefiidas con los anticuerpos correspondientes y analizadas por CF evaluando la expresion
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de CD4 (APC Cy7, clon RM4-5 Biolegend #100525) y CD8 (BV510, clon 53-6.7
Biolegend #100751) para diferenciar entre ambos subtipos de LTs, CD25 (PerCP Cy5.5,
clon PC61 Biolegend #102029) para determinar el efecto sobre la activacion y CTV para

el analisis de proliferacion celular.

Ensayo de supresion con RATEVs sobre LTs CD4* CD73 y CD73* en presencia de

AMP + APCP (inhibidor de CD73)

Para evaluar si CD73 es determinante en la funcién supresora de las RATEVs sobre
LTs, realizamos un ensayo de supresion sobre LTs CD4"CD73" (para prevenir cualquier
efecto asociado a CD73 unido a la membrana de los LTs respondedores), en presencia
de AMP. Asimismo, a modo de comparacion, el ensayo también fue llevado a cabo

sobre LTs CD4*CD73".

Para obtener las células respondedoras, se aislaron LTs CD4*CD73" y CD4*CD73"
mediante FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). Tras su purificacion, con el
objetivo de inducir su activacion, 1 x 10° células respondedoras fueron estimuladas con
10 pg/mL de anti-CD3; (Clon 145-2C11, #BEO001-1, BioXcell) y 2 pg/mL de anti-
CD28 (Clon 37.51, #102116, Biolegend) incubados previamente por 3-4 h a 37°C en la
placa de cultivo como soluciéon de coating. Todas las células fueron cultivadas en
presencia del inhibidor de adenosina deaminasa (ADA), EHNA (10 puM) y el inhibidor
del transportador de adenosina, NBTI (10 uM). En las condiciones correspondientes, se

agrego 5’-AMP 50 uM (#A2252, Sigma), alguno de los inhibidores de CD73, APCP1
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(#M8386, Sigma) o APCP2 (#M3763, Sigma) y/o RATEVs (1,3 x 10® 0 2,6 x 108
particulas. EV-1 y EV-2, respectivamente). Las células fueron cultivadas en RPMI
suplementado con 1% de penicilina-estreptomicina, 1% HEPES y 10% suero bovino

fetal libre de VEs a 37°C y 5% CO> por 3 dias en placas de 96 pozos fondo U.

Para evaluar la capacidad supresora de las RATEVs en presencia de AMP y la
relevancia de CD73, al momento de la recuperacion de las células, se analizo el efecto
de los RATEVs £ AMP y de la inhibicion de CD73 sobre la expresion del marcador de

activacion CD25 mediante CF.
Induccion de la periodontitis experimental

La periodontitis experimental fue inducida en ratones C57BL/6, atando una ligadura de
seda 5-0 alrededor de los 2°s molares maxilares, con el objetivo de provocar la
acumulacion local de bacterias orales que emule la generacion de la periodontitis en
humanos, de acuerdo al protocolo descrito por Abe et al. (110). Como control, se
utilizaron animales sanos sin ligadura (control Sano). Para evaluar el efecto de las
RATEVs sobre la respuesta inmuno-inflamatoria y la resorcion ésea alveolar generada
durante la periodontitis, las RATEVs se inocularon en la encia palatina en relacion al 2°
molar maxilar al dia 3 y 6 de generada la periodontitis, en concentraciones de 1,3 x 108
particulas (grupo EV-1) 0 2,6 x 102 particulas (grupo EV-2). En los ratones control del
tratamiento, se inoculd el vehiculo PBS 1X estéril (grupo Periodontitis no tratado).

Luego de 10 dias, los animales se eutanasiaron mediante sobredosis de
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ketamina/xylacina y se realizd la coleccion de la mucosa gingival palatina, los

linfonodos cervicales y los huesos maxilares para su posterior analisis.
Anélisis de la frecuencia y fenotipo de LTs (Th17/Treg) y Macs (M1/M2)

Para el analisis de la respuesta inmuno-inflamatoria, se utilizd la mucosa gingival
palatina y los linfonodos cervicales, los cuales fueron procesados siguiendo protocolos
descritos previamente (111, 112). Brevemente, la mucosa gingival se separd del tejido
6seo y se desorganizo mediante digestion enzimética en medio de cultivo RPMI libre de
suero, suplementado con 3,2 mg/mL de colagenasa tipo IV (#17104-019, Gibco) y 0,15
pg/mL de DNAsa | (#DN25, Sigma) durante 1 h en agitacion. En los Gltimos 5 minutos,
se agregd 50 uL de EDTA 0,5 My, finalmente, se procedi6 a la disgregacién mecénica
de las muestras para obtener una suspension de células totales, utilizando el émbolo de
una jeringa y un filtro celular de 70 um. Las células obtenidas se lavaron en medio
RPMI suplementado con SBF y se cuantificaron utilizando un contador automatico
(Luna [IITM, logos Biosystems). Los linfonodos cervicales se disgregaron
mecanicamente como se describi6 para la mucosa, sin necesidad de realizar previamente
el paso de digestion enzimatica. De igual manera, las células obtenidas se cuantificaron
utilizando el contador automatico. Las células obtenidas se estimularon con 50 ng/mL de

PMA, 1 pg/mL de ionomicina y 3 ng/mL de brefeldina durante 4 h a 37°C.

Consecutivamente, las células se marcaron con anticuerpos especificos para la

identificacion de Macs M1 o0 M2 y LTs Thl7 o Tregs (Anexo 3). Finalmente, para
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detectar la expresion de estos marcadores, y asi cuantificar la frecuencia de los distintos
fenotipos celulares, las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo BD LSR
Fortessa X-20 (BD). En el caso de las muestras de linfonodos, los datos fueron
analizados y expresados mediante la visualizacion algoritmica (ViSNE) de t-Distributed
Stochastic Neighbor Embedding, método estadistico para visualizacion de alta
dimensionalidad en el cual a cada evento se le asigna una ubicacién en un mapa
bidimensional. De esta manera se genera una reduccion no lineal de la dimensionalidad
para la visualizacion de multiples parametros. Especificamente, se modela cada objeto
de alta dimensionalidad de manera tal que aquellos eventos similares se modelan como

puntos cercanos y los no similares como puntos distantes.
Anélisis de la pérdida 6sea alveolar

La pérdida Osea alveolar fue analizada morfométricamente basandonos en los
parametros descritos por Abe et al. (110). Tras la remocién de la mucosa gingival, los
huesos maxilares se fijaron en paraformaldehido al 4% por 24 h. Luego, los huesos se
lavaron con PBS 1X, se hirvieron en agua destilada por 5 min para eliminar cualquier
resto de tejido blando y se almacenaron en etanol 70%. Un dia antes de ser
fotografiados, los huesos se rehidrataron en suero fisioldgico por aproximadamente 24 h.
Posteriormente, los huesos maxilares se hemi-seccionaron y montaron sobre fondo negro
opaco, para ser fotografiados desde su superficie vestibular y palatina con una camara

Nikon D5600, con un lente macro AF-S DX Micro-Nikkor de 85 mm /3.5G ED VR y
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un flash Yongnuo YN14EX II. Las tomas fotogréficas fueron estandarizadas con los
siguientes pardmetros: f29, S 1/60, 1SO 200, flash 1/32 +0.7 y una magnificacion de 1:1.
Para lograr un enfoque estable, se utilizé tripode y un riel de enfoque Manfrotto 454.
Todas las fotografias fueron tomadas en formato RAW y JPG para su analisis utilizando
el programa Image J (NIH, EEUU). La pérdida dsea se calculd de 2 formas: como area
de resorcion y como distancia lineal. Para calcular el area de resorcion ésea, los
parametros utilizados para definir el area de interés fueron: el limite amelo-cementario
(LAC), la superficie mesial del 1°" molar, la cresta éseo alveolar (COA) y la superficie
distal del 3° molar. Para determinar el &rea de resorcion 6sea alveolar se cuantifico el
area Gsea promedio del grupo control sin ligadura (Sano) y se sustrajo del area calculada
en los grupos con periodontitis sin tratamiento (Perio) o tratados con las 2 dosis de
RATEVs indicadas anteriormente (EV-1 y EV-2). Para el célculo lineal de la pérdida
0sea, se trazaron lineas guia entre el LAC y el COA en 9 sitios anatébmicos: En el 1*
molar (5 sitios): cuspide mesio-palatina o mesio-vestibular, surco palatino o vestibular,
cuspide disto-palatina o disto-vestibular, surco disto-palatino o disto-vestibular y
cuspide distal. En el 2° molar (3 sitios): cuspide mesio-palatina o mesio-vestibular, surco
palatino o vestibular y cuspide disto-palatina o disto-vestibular. En el 3" molar (1 sitio):
cuspide palatina o vestibular. Para la cuantificacion de la resorcion 6sea, se midio la
distancia LAC-COA en cada uno de estos 9 sitios anatomicos y los datos obtenidos

fueron registrados como distancia lineal promedio.
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Deteccion de OCs mediante analisis histoldgico

Con el objetivo de apoyar el analisis morfométrico, realizamos la deteccion in situ de
OCs presentes en los tejidos periodontales de los ratones de los grupos control (Sano y
Perio) y experimentales (EV-1 y EV-2). Para esto, se obtuvieron biopsias maxilares, las
cuales fueron procesadas para su posterior tincion y andlisis histolégico siguiendo un
protocolo previamente descrito (113). Brevemente, los especimenes fueron fijados en
formalina al 10%, pH 7.4 durante 24 h, desmineralizados en EDTA 5% (Sigma-Aldrich)
por 60 dias y embebidos en parafina. Luego, los bloques de parafina con el tejido
embebido se cortaron utilizando un micrétomo para obtener secciones de 8 um de
grosor. Los cortes fueron tefiidos utilizando el kit de tincion histoquimica para TRAP
“Acid phosphatase, leukocyte (TRAP) kit” (Sigma-Aldrich, #387A) siguiendo las
instrucciones indicadas por el fabricante. Las secciones tefiidas fueron analizadas y
fotografiadas con un microscopio optico (AxioStarPlus, Carl Zeiss). Las células TRAP*
multinucleadas que se encontraran en contacto con el tejido éseo subyacente fueron

consideradas como OCs.
Analisis estadisticos

Los datos se analizaron utilizando el software SPSS v.22.0 (IBM Corp). La normalidad
de la distribucion de los datos se establecio utilizando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las diferencias entre las distintas condiciones experimentales se determinaron

utilizando las pruebas ANOVA y post-hoc Bonferroni. El nivel de significancia se
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establecié como o <0.05. En las figuras, los valores de p se indican como * para p-valor
<0,05; ** para p-valor <0,01 y como *** para p-valor <0,001. La ausencia de

significancia estadistica se indicé como ns.
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V. RESULTADOS

Los Tregs inducidos en presencia de acido retinoico (RATregs) expresan altos

niveles de FoxP3, CD25y CD73.

Con la finalidad de generar Tregs para el posterior aislamiento de sus VEs, lo primero
que realizamos fue la induccion de Tregs in vitro en presencia de ATRA a partir de LTs
CD4" (pureza >90%, Figura Suplementaria 1), los cuales denominamos RATregs.
Estas células se caracterizaron evaluando la expresion de Foxp3, CD25y CD73 al dia 0
previo a la exposicion de citoquinas polarizantes (Figura 1Ay B, fila superior) y luego
de los 5 dias de cultivo bajo los estimulos de induccion a RATregs (Figura 1A'y B, fila
inferior). Al dia 0, previo al proceso de induccion, la expresion de FoxP3, CD25 y
CD73 fue de 12,1%; 10,9% y 62%, respectivamente. Luego de los 5 dias de induccion,
mas del 97% de las células cultivadas expresaron FoxP3 (>97%), CD25 (>99%) y CD73
(>99%), y una elevada densidad de las moléculas CD25 y CD73 representada por la
intensidad de fluorescencia media (MFI). Mediante esta caracterizacion confirmamos
que, luego de la exposicion a las citoquinas polarizantes y ATRA, los RATregs
presentaron el fenotipo caracteristico de los nTregs (CD4*FoxP3*CD25"") y que,

ademas, expresaron un alto nivel de CD73.

Para complementar estos hallazgos e identificar la distribucion topografica de las
moléculas de interés, realizamos el analisis de estas células por IFC. Al igual que los
resultados obtenidos por CF, en la Figura 1B se muestra que los RATregs, tras su
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diferenciacion (fila inferior), aumentan su expresion de CD73 y CD25 en comparacion a
los LT CD4" previo al proceso de induccion (fila superior). La expresion de CD73 se
presentd preferencialmente en superficie, en relacion a la membrana celular, no asi

CD25, el cual se distribuye tanto en citoplasma como en membrana celular.
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A) Gated on Single Live CD4* T cells

Non-induced
(day 0)

RATregs
(day 5)

CD25
CD73

Foxp3

CD73-PE

Figura 1: Los RATregs presentan el fenotipo caracteristico de los Tregs (CD4*FoxP3*CD25"e") y una

alta expresién superficial de CD73.

(A) Anédlisis por FC de la expresion de Foxp3 (GFP reportero), CD25 (PE) y CD73 (APC) en LT CD4*
aislados por separacion inmuno-magnética (fila superior) y RATregs post induccién en presencia de
citoquinas polarizantes y ATRA (fila inferior). Las células fueron previamente seleccionadas como
Singlets/Live/CD4*. (B) Imaging Flow Cytometry, marcaje de superficie de CD73 (PE), CD4 (PerCP-
Cy5.5) y CD25 (PE-Cy7). Fila superior: LTs CD4* aislados al dia 0, previo al cultivo en condiciones de
diferenciacion. Fila inferior: RATregs inducidos luego de 5 dias de cultivo en presencia de TGF-p1, IL-2

y RA.
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Caracterizacion de las VEs derivadas de RATregs (RATEVs). Tamafio, presencia

de CD73, CD81, y bio-distribucion.

A partir del medio condicionado recuperado del cultivo de los RATregs, se aislaron VEs
(RATEVs) las cuales fueron caracterizadas mediante NTA para determinar el tamafio

promedio, la distribucion de tamafios y concentracion.

A partir del analisis por NTA, se observé que el tamafio promedio de las particulas fue
de 141 nm (x£71,1) (Figura 2A), lo cual indica que las RATEVs son VEs principalmente
pequenas, término acufado como “small extracelular vesicles” o sEVs (71).
Adicionalmente, detectamos que la muestra estudiada contiene poblaciones heterogéneas
de particulas de distintos tamafos, es decir, que la muestra puede contener tanto Exos
(30-200 nm) (68) de origen endocitico como MVs (50-1000 nm) generadas directamente
de la evaginacion de la membrana plasmatica. Es relevante mencionar que los rangos de
tamafio entre ambos tipos de VEs presentan un amplio tramo de superposicion, por lo
que no es posible identificar su origen Unicamente mediante el analisis de su tamafio. No
obstante, tanto Exos como MVs, han sido reconocidas como agentes de comunicacion
intercelular bioldgicamente activos (71, 114), por lo que para los consecuentes
experimentos y ensayos funcionales se utilizé el aislado completo de VEs derivadas del

cultivo de RATregs.

Al detectar una alta expresion de CD73 en los RATregs y, considerando que esta enzima

es una molécula asociada a inmunosupresion, hipotetizamos que las RATEVs tambiéen

37



podrian cargar altas cantidades de CD73. Por lo tanto, mediante la utilizacion de
diferentes técnicas, evaluamos la presencia de CD73 en las RATEVs. Por un lado, se
realizé el analisis de IFC en el cual se identificaron VEs aisladas de células RATregs
previamente tefiidas con CFSE y posteriormente incubadas con el anticuerpo CD73-PE.
En la Figura 2B, en el primer recuadro, se visualiza la morfologia de la VEs presentada
en la imagen en campo claro (brightfield). En el segundo y tercer recuadro se detecta la
tincion con CFSE y CD73-PE respectivamente, lo cual confirma la presencia de la

ectoenzima en las RATEVs.

Con la finalidad de complementar la caracterizacion y corroborar la expresién de CD73
previamente detectada por IFC, se procedi6 a evaluar su presencia por CF convencional.
Para que las VEs adquirieran un tamafio detectable por CF, éstas fueron acopladas a
beads de latex (LBs) y posteriormente tefiidas con los anticuerpos correspondientes. La
sefial de fluorescencia para CD73-AF488 fue detectada Gnicamente en aquellas muestras
de RATEV:s teiiidas para aquel marcador (Figura 2C, histograma celeste). A modo de
comparacion se realizaron los siguientes controles: RATEVs unidas a LBs (Figura 2C,
gris claro) o RATEVs unidas a LBs incubadas unicamente con el anticuerpo 2rio
AF488 anti-mouse (Figura 2C, gris oscuro) para descartar la presencia de auto-
fluorescencia basal o union inespecifica del anticuerpo secundario, respectivamente.
Ante estos resultados, confirmamos lo detectado por IFC. Al igual que los RATregs, las

RATEVs presentaron un alto nivel de expresion de CD73.
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Para explorar el origen de las VEs presentes en nuestra muestra, evaluamos la expresion
de la tetraspanina CD81. Por otro lado, nos planteamos comparar los niveles de
expresion de CD73 en las RATEVS con VEs obtenidas de otras fuentes celulares. Para
esto, se aislaron VEs a partir de Tregs inducidos en ausencia de RA (iTregs) y de células
de bazo (Spleen, en inglés). Para las tres muestras se realiz6 la deteccion de ambas
proteinas (CD73 y CD81) mediante Western blot (WB) (Figura 2D). A partir de los
resultados obtenidos confirmamos que las RATEVs estdn enriquecidas en CD73
(Figura 2D, fila superior) y que, ademas, su presencia fue considerablemente mayor a
la detectada en las muestras de VEs de iTregs y Spleen, lo cual se visualiza como una
banda con mayor intensidad de fluorescencia. Por otro lado, las RATEVs presentaron
una alta presencia de la tetraspanina CD81 (Figura 2D, fila inferior), indicando que se

encuentran enriquecidas en VEs de origen endosomal del tipo Exos.

Como parte de su caracterizacion y debido a que las RATEVs serian utilizadas
posteriormente en el modelo de periodontitis, analizamos su patrén de biodistribucion y
permanencia en el sitio de puncion luego de su inoculacién palatina. Tanto RATEVs
tefiidas con DiR como el control PBS 1X + DiR fueron inoculados en la mucosa gingival
para luego evaluar la presencia de fluorescencia infrarroja en el sitio de puncion a
distintos tiempos post-inoculacion (Figura 2E). Ante esta aproximacion, detectamos la
sefial de las RATEVs tefiidas con DiR en lecturas de cuerpo completo hasta las 24 h post

inoculacion. Luego de 7 dias, los ratones fueron eutanasiados y distintos 6rganos fueron
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colectados para evaluar la presencia de sefial de fluorescencia ex vivo. Al analizar el
maxilar aislado, detectamos sefial fluorescente en el sitio de puncion donde se realizo la
inoculacion con RATEVs tefiidas con DiR, no asi en la muestra inoculada con el

vehiculo. No se detecto sefial infrarroja en el resto de los érganos analizados.

Todos estos resultados indican que las RATEVs aisladas del cultivo de RATregs
corresponden a VEs de tamafio nanométrico enriquecidas en Exos CD81" que, al igual
que las células de origen, presentan altos niveles de la ectoenzima CD73 en su
superficie. Por otro lado, las RATEVs permanecen en el sitio de administracion (mucosa
gingival) por al menos 7 dias luego de ser inoculadas de manera local en condiciones no

inflamatorias.
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Figura 2: Las RATEVs presentan las caracteristicas canonicas de las VEs, una alta expresion de CD73

y permanecen en el sitio de administracion tras su inoculacion gingival por al menos 7 dias.

(A) Distribucion de tamafio de RATEVs determinada mediante Nanoparticle Tracking Analysis. (B)

Imaging Flow Cytometry, imagen de campo claro (izquierda), marcaje con CFSE-FITC (medio) y CD73-
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PE (derecha). (C) Caracterizacion de la expresion de CD73 en RATEVs por FC mediante la unién de VEs
a LBs. Se presenta la estrategia de gating para identificar las RATEVs acopladas a LBs (izquierda). En el
histograma, el gris claro representa el control de RATEVs acopladas a LBs sin marcaje y en gris oscuro el
control de RATEVs acopladas a LBs incubadas Unicamente con anticuerpo secundario AF488. El
histograma azul muestra la expresién de CD73 en RATEVs acopladas a LBs incubadas con el anticuerpo
primario CD73 y secundario anti-mouse AF488. (D) Deteccion de CD73 y CD81 en VEs derivadas de
iTregs (inducidos en ausencia de RA), RATregs (RATEVS) y de esplenocitos (Spleen) mediante Western
Blot, técnica de revelado por quimioluminiscencia. (E) Analisis de la bio-distribucién y permanencia en
el sitio de puncién de RATEVs marcadas con DiR tras su inoculacion gingival. Evaluacion a los tiempos:
0 min, 30 min., 24 h, 48 h, 72 h 'y 7 dias. A los 7 dias se realizé el anélisis ex vivo de los 6rganos a los
cuales potencialmente podrian distribuirse las RATEVs. Se presenta el acercamiento de las imégenes
obtenidas de maxilar, higado y rifiones. En el maxilar, el circulo con linea discontinua roja exhibe el sitio

de puncidn donde se realizé la inoculacién de RATEVs tefiidas con DIR o la solucién control.
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Evaluacion de la actividad AMPasa de CD73 presente en RATregs y RATEVs

Dado los altos niveles de CD73 detectados tanto en RATregs como RATEVS, nos
planteamos evaluar si ésta se encontraba enzimaticamente activa, caracterizando su
actividad AMPasa. Es decir, la capacidad de CD73 de producir independientemente

fosfato inorgénico y ADO a partir de AMP exogeno.

Para medir la produccién de fosfato (Figura 3A-B) se utiliz6 el ensayo
colorimétrico Malachite green descrito en la seccion de materiales y métodos.
Adicionalmente, para determinar si la generacion de fosfato estaba principalmente
mediada por la enzima CD73, en ciertas condiciones utilizamos el inhibidor
especifico de CD73 (APCP1). A modo de control, las células y VEs se incubaron en

ausencia del sustrato AMP.

Ante la exposicion a AMP, los RATregs indujeron la produccién de fosfato (62,23 +
27,07 uM/ 83,22 + 39,44 uM/ 87,37 + 31,07 uM) en todas las concentraciones
evaluadas (25.000 /50.000 /100.000 células, respectivamente) (Figura 3A, barras
negras). Este efecto fue revertido parcialmente ante la adicion del inhibidor de
CD73 (8,8 £ 6,74 uM/ 16,4 + 8,85 uM/ 23,9 + 11,86 UM, respectivamente) (Figura
3A, barras grises). Por otro lado, y de manera similar a los RATregs, las RATEVS
expuestas a AMP promovieron la produccién de fosfato (8,08+ 3,73 uM / 14,5+
6,58 UM) en ambas concentraciones evaluadas (EV-1 y EV-2, respectivamente)

(Figura 3B, barras negras). Asimismo, la produccion de fosfato fue parcialmente
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revertida ante la adicion del inhibidor de CD73 (1,15% 1,64 puM / 1,61+ 1,93 uM)
(Figura 3B, barras grises). En todos los casos, en ausencia de AMP (Figura 3A-B,
barras blancas), la produccion basal de fosfato fue minima; menora4 pMy 1 uM

para RATregs y RATEVS, respectivamente.

La capacidad de generar ADO a partir de AMP fue evaluada realizando el ensayo
PathHunter ADORA2B (115). Al igual que en el ensayo de fosfato, para determinar
la especificidad de la actividad enzimatica, se utilizo el inhibidor de CD73. A modo
de control, las células y VEs se incubaron en ausencia del sustrato. Como se
esperaba, ante la exposicion a AMP, los RATregs generaron ADO (42,42 + 19,96
puM/ 59,97 = 7,02 uM) en ambas concentraciones utilizadas (100.000 /200.000
células, respectivamente) (Figura 3C, barra roja). La adicion del inhibidor de
CD73 previno casi completamente la generacion de ADO (0,46 + 0,52 uM/ 1,37 + 1
puM) (Figura 3C, barra gris). Este mismo efecto fue detectado para las RATEVS,
las cuales también produjeron ADO ante la exposicion a AMP (50,3 + 11,2 uM)
(Figura 3D, barra roja). En contraste al fosfato, la adicion del inhibidor de CD73
previno casi completamente la generacién de ADO (2,3 £ 1,7 uM) (Figura 3D,
barra gris). En todos los casos, se produjeron cantidades minimas o nulas de ADO

en ausencia de AMP (Figura 3A-B, barras blancas).
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Ante estos resultados comprobamos que CD73 presente tanto en los RATregs como

en las RATEVS se encuentra enzimaticamente activa y es capaz de producir fosfato

y ADO a partir de AMP.
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Figura 3: La ectoenzima CD73 presente en RATregs y RATEVs ge