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1       RESUMEN

Recientemente,   Ia   citoquina   miembro   de   la   familia   de   la   lL-1,   IL-33,   ha   sido

ampliamente estudiada debido a su variedad de funciones relacionadas a la biologia de

las celulas T CD4+.  En este trabajo, quisimos evaluar el efecto modulatorio de IL-33 en

c6Iulas supresoras en un modelo de trasplante /.n v/.vo.  Primero, ratones CD57BL/6  w/./d

type   /w£/   fueron   trasplantados   con   injertos   singenicos   o   alogenicos   y   tratados

diariamente con lL-33 ex6gena.  Luego de 10 dias de tratamiento,  las celulas presentes

en  los ganglios linfaticos drenantes del injerto (GLd) fueron analizadas.  Se encontr6 un

incremento  en  el  nt]mero  de  celulas  CDllb+Grl'Ow  en  el  grupo  alogenico,  las  cuales

ademas co-expresan  MHC-ll y se  encuentran  enriquecidas  bajo el tratamiento  con  lL-

33.   Conjuntamente,   Ia   administraci6n   de   lL-33   aumenta   el   ntlmero   de   celulas   T

reguladoras  (Tregs)  Foxp3+  en  el  grupo  alog6nico,  lo  cual  se  traduce  a  una  mejor

integridad   de   los   injertos   al   dia   10.   Mas   at]n,   a   traves   de   la   realizaci6n   de   un

experimento  de  transferencia  adoptiva   pudimos  demostrar  que   lL-33   promueve  la

expansi6n  de  celulas  Tregs  y  la  conversi6n  de  celulas  T  CD4+FoxP3-  a  c6lulas  T

CD4+FoxP3+  en  la  periferia.  For  dltimo,  el  patr6n  de  citoquinas  de  c6lulas  de  GLd

estimuladas  ex  v/.vo  indica  que  el  tratamiento  con  lL-33  disminuye  la  producci6n  de

lFN-y  e  lL-17,  y  ademas  estimula  la  producci6n  de  lL-10.  Con  esta  informaci6n  se

corroboran    estudios    previos    sobre    la    actividad    inmuno-modulatoria    de    lL-33,

demostrando  por primera vez que  la  lL-33  permite  la conversi6n  /.r}  vi.vo de  linfocitos T

hacia  Tregs  FoxP3+  y  ademas  favorece  un  estado  anti-inflamatorio  o  tolerog6nico  a

traves  del  cambio  del  patr6n  de  secreci6n  de  citoquinas.  Por  lo  tanto,  nuestros  datos

sugieren un potencial uso para la lL-33 en la prevenci6n del rechazo a aloinjertos como

una     nueva     herramienta     terapeutica     en     el     campo     de     la     trasplantologia.



2      ABSTRACT

Recently, the IL-1  family member lL-33 has been focus of study due to its variety

of functions  shaping  CD4+  T cell  biology.  In  the  present work,  we wanted  to  evaluate

the  modulatory  effect of  lL-33  on  suppressor cells  in  an  /.n  v/.vo  transplantation  model.

First,   C57BL/6  wild  type   (wi)  mice  were  grafted  with   syngeneic  or  allogeneic  skin

transplants  and  treated  with  exogenous  lL-33  daily.  After  10  days  of  treatment,  we

analyzed    draining    lymph    nodes    (dLNs)    cellularity    and    found    an    increment    in

CDll b+Grl low cells in the allogeneic group, which co-express MHC-ll, and it is enriched

upon   lL-33  treatment.   In  addition,   lL-33  administration   up-regulated  the   number  of

Foxp3+  Tregs  in  the  allogeneic  group,  complementing  the  healthier  integrity  of  the

allografts.   Furthermore,   by   performing   an   adoptive   transfer  experiment,   we   could

demonstrate    that    lL-33    promotes    CD4+    T    cell    expansion    and    conversion    of

CD4+Foxp3-  T  cells   into  CD4+Foxp3+  Tregs  in  the  periphery.   Lastly,  the  cytokine

pattern   of ex   v/.vo-stimulated   dLNs   indicates   that   lL-33   dampens   lFNJy and   lL-17

production,  and  stimulates  the  secretion  of  lL-10.  Altogether,  our  work  corroborates

previous studies on the  immune-modulatory actMty of lL-33, demonstrating for the first

time   that   lL-33   allows   for/.n   v/.voFoxp3+   Tregs   conversion   and   favors   an   anti-

inflammatory or tolerogenic  state  by skewing  cytokine  production.  Therefore,  our data

suggest a  potential use of lL-33 to  prevent allograft rejection  bringing  new therapeutics

in the transplantation field,



3       lNTRODUCC16N

3.1     Trasplantey rechazo

Una vez que un tejido  u 6rgano resultan  gravemente dafiados,  al punto de sufrir la

perdida de su funci6n,  la tinica opci6n para poder reinstaurar estas funciones perdidas,

y por ende  la  homeostasis  del  organismo,  es  el trasplante de 6rganos.  Sin  embargo,

hasta  el  dia  de  hoy,  el  principal  problema  en  esta  area  corresponde  al  rechazo  del

injerto.  La  trasplantologfa  es  el  area  de  las  ciencias  biom6dica  que  se  encarga  de

estudiar estos procedimientos, asi como tambien  los  inconvenientes posteriores,  como

lo  es   la   respuesta  inflamatoria   iniciada  contra  el   injerto.   Estas  reacciones  no  solo

afectan al injerto en si, sino que tambi6n al organismo en su totalidad, causando serios

efectos  secundarios  como  la  enfermedad  de  injerto  contra  huesped  (GVHD,  por sus

siglas  en  ingles),  infecciones y tumores  (causadas  por inmunosupresi6n), y  patologfas

cardiovasculares  (Chinen  and  Buckley,  2010),  entre  otras,  lo  que  dificulta  incluso  mas

el  deseado   6xito  del  trasplante.   Entender  las   bases  de   la   respuesta   inflamatoria

durante el  rechazo al trasplante es crucial en  el disefio de terapias celulares con el fin

de lograr la aceptaci6n total del inj.erto.

La respuesta inmune que genera el rechazo del trasplante es altamente compleja

e  involucra tanto al receptor como al  injerto  mismo,  ademas de una  gran variedad  de

celulas,  donde  las  principales son  las c6lulas  presentadoras de antigenos  (CPA) y  las

celulas  pertenecientes  a  la  inmunidad  adaptativa  como  los  linfocitos  T  y  a.  Teniendo

esto  en  cuenta,  existen  dos  vias  principales  a  traves  de  las  cuales  se  presenta  el

antlgeno y se inicia el rechazo del trasplante,  la via directa y  la  indirecta  (Abbas et al.,

2012).



3.1.1     Via  Directa:  En  este proceso acttlan  las CPA presentes en  el injerto,  es decir

del   donante,   las   cuales   salen   del   6rgano  trasplantado  y   migran   hacia   los

ganglios  linfaticos.  Es aqui donde estas c6lulas se encuentran con  los  linfocitos

T  del  receptor,  que  al  reconocer  como  extrafio  las  moleculas  del  Complejo

Principal  de   Histocompatibilidad   (MHC,   por  sus  §iglas  en   ingles),  sufren  un

proceso  de  proliferaci6n  clonal  y  migran  del  ganglio  en  direcci6n   al   injerto,

donde  son capaces de  reconocer antlgenos foraneos y atacarlos.  Esta via se

encuentra principalmente involucrada en el rechazo agudo y se extiende por un

periodo breve,  hasta  que las  CPA del donante se agoten  (Ingulli,  2010;  Kimber

and Cumberbatch,1992; Schuler and Steinman,1985).

3.1.2    Via  lndirecta:  En  este  caso,  son  las  CPA  del  receptor  las  que  producen  la

activaci6n de los  linfocitos.  En  estado de equilibrio estas c6Iulas se encuentran

rondando  la  periferia  del  organismo  en  busca  de  antigenos  fofaneos,  los  que

son endocitados para luego ser procesados y presentados en sus `MHC,  lo que

posteriormente  actijafa  a  los  linfocitos  T  en  los  ganglios  linfaticos.   En  este

caso,   Ios   antigenos   del   injerto   pueden   ser  incorporados   por  las   CPA  del

receptor desde  la  sangre o  bien  desde  proteinas del  mismo  inj.erto,  adquiridos,

por ejemplo, al fagocitar celulas muertas (lngulli, 2010).

Una vez las celulas T son activadas,  por cualquiera de las dos vl'as, estas migran

hacia  el  injerto,  iniciando  la  respuesta  inmune,   produciendo  lisis  de  las  celulas  del

injerto (entre otros eventos), Io que termina en el rechazo de este. Estas respuestas en

contra  del tra§plante  pueden  ser de tipo  citot6xico,  produciendo  la  lisis  directa  de  las

celulas,   o   bien   puede   ser   mediante   citoquinas,   Ias   que   activan   otras   celulas   o

desencadenan  vias  de  sefialkaci6n  en   las  celulas  del  injerto   producjendo  muerte

celular.



En  este  contexto,  dos  citoquinas  de  gran  importancia  en  este  son  el  interfer6n-

gamma (lFNry) y la interleuquina  17 (lL-17). Ambas ham sido descritas como moleculas

que   median   el   rechazo   al   trasplante   (Atalar   et   al„   2009).    IFN-y   es   producida

principalmente por celulas de tipo T he/per 1  (Thl ) y se ha visto que es necesaria  para

el inicio del rechazo  agudo ya que favorece  la expresi6n  de  las  moleculas de MHC en

c6lulas   del   tejido   del   6rgano   trasplantado   y   del   receptor   (Halloran   et  al.,   2001).

Ademas, se ha observado que el lFNry es necesario para el rechazo de injerto de piel

con  MHC dispares  (Ring et al.,1999).  Por otro lado,  lL-17,  una citoquina con  multiples

funciones  proinflamatorias  y  secretada  principalmente  por  celulas  Thl7,  es  capaz  de

promover el  rechazo  al  aloinjerto  a trav6s  del  incremento  en  la  inflamaci6n  temprana

del  injerto  y  el  reclutamiento  de  poblaciones  inflamatorias  como  neutr6filos  y  celulas

Thl   patogenicas  (Gorbacheva  et  al.,   2010).  Adicionalmente,  se  ha   reportado  una

acci6n antag6nica contra los linfocitos T reguladores (Tregs, de los que se hablafa mss

adelante),  donde  la  secreci6n  de  lL-17  bloquea  la  expansi6n  de Tregs,  acelerando  el

proceso de rechazo (ltoh et al., 2011 ).

El   conocimiento   a   nivel   molecular  de   lo   que   sucede  durante   el   rechazo  del

trasplante  es  fundamental  para  poder  encontrar  una  terapia  efectiva  que  ayude  a

disminuir  la  tasa  de  rechazos,  que  en  Chile  asciende  a  aproximadamente  un  50%  a

diez afios post-{rasplante en el caso de rifi6n, y donde es frecuente la  necesidad  de un

segundo trasplante (www.sociedaddetrasplante.cl).

3.2      lL-33

En  el  tlltimo  tiempo,  varios  articulos  se  han  publjcado  sobre  la  IL-33.   Descrita

como  miembro  de  la  super-familia  de  la  citoquina  lL-1,  la  primera  funci6n  que  se  le

asoci6  fue  la  de  a/arm/.r}a.  Esto,  ya  que  se  encuentra  en  grandes  cantidades  en  las



c6lulas endoteliales y epiteliales; de manera que bajo dafio celular es  liberada al medio

extracelular, activando c6lulas tanto de la inmunidad innata como adaptativa  (Moussion

et  al.,  2008).  Ya  que  se  ha  reportado  la  presencia  de  IL-33  en  el  nticleo,  distintas

aproximacione§ experimentales se han desarrollado para dilucidar su funci6n a nivel de

expresi6n genica.  En base a esto, se encontr6 que lL-33 tiene la capacidad de unirse a

la  heterocromatina  y  tambien  al  factor de  transcripci6n  NF-KB,  actuando  por  lo  tanto

como un represor  de la expresi6n de g6nica y de la actividad de NF-KB (Carriere et al.,

2007).   Adicionalmente,   se   ha   descrito   que   ejerce   una   labor   beneficiosa   en   la

cicatrizaci6n  de  heridas,  ya  que  favorece  la  acumulaci6n  de  colageno,  pemiitiendo  la

re-epitelizaci6n del tejido dafiado (Yin  et al., 2013).

Por otro  lado,  varios  estudios  han  mostrado que  lL-33  puede  influir en  la  biologia

de   los   ljnfocitos   T   CD4+,   obteniendo   resultados   muchas   veces   contradictorios.

Originalmente  lL-33  se  describi6  como  un  promotor de  la  respuesta  celular de  tipo  T

he/per 2  (Th2)  (Rank  et  al.,  2009;  Schmitz  et  al.,  2005)  y  su  receptor de  membrana

(ST2) se encontr6 altamente expresado en celulas Th2 activadas, mastocitos (Xu et al.,

2008) y  c6lulas  linfoides  innatas  (CLl)  (Spits  and  Cupedo,  2012).  Contrastando  estas

observaciones,  se  ha  reportado  que  IL-33  tambi6n  tendria  un  rol  en  la  inducci6n  de

respuestas  inmunes  de tipo Thl  y Thl7,  lo que  se  observ6  en  modelos  animales de

encefalomielitis  aguda experimental (EAE) (Jiang et al.,  2012), ar{ritis  reumatoide (AR)

(Leung  et  al.,  2004;   Xu  et  al.,   2008),  y  de   infecci6n  viral  (Bonilla  et  al.,  2012).   Lo

expuesto  aqur clasifica  a  lL-33  como  una  c/.foqu/.na p/e/.otr6p/.ca  con  un  gran  rango  de

funciones,  las  que  son  dependientes  del  modelo  usado,  la  dosis  y  el  momento  del

tratamiento.



Figura  1.  Funciones  de  lL-33.  Se muestran algunas de las areas de estudio en  donde  la  lL-33
ejerce alguna  funci6m  Alarmina,  cicatrizaci6n  de  heridas,  factor de transcripci6n,  promotor Th2,
potenciador  ThlIThl7    e  inductor  de  tolerancia,  entre  otras.   (Modificado  de  Gajardo  y  cols.
2015)

Sin embargo, estudios recientes han propuesto que IL-33 puede tambien promover

tolerancia   a  traves  de   la   expansion   de   c6lulas  CDllc+CDllb+   (Celulas   mieloides

supresoras,  CMS)   y de  linfocitos Tregs   Foxp3+  (Brunner et al.,  2011; Turnquist et al.,

2011 ). Varios grupos han observado los efectos tolerog6nicos del tratamiento con  lL-33

en  estudios  i.n  vivo,  utilizando  modelos animales de  inflamaci6n  intestinal  (Matta  et al.,

2014;  Schiering  et  al.,  2014)  y  trasplante  (Brunner  et  al.,  2011;  Turnquist  et  al.,  2011)

en  que,  luego de la  administraci6n  de  lL-33,  se encontr6  un  aumento  en  el  ntlmero  de

ambas   poblaciones,   pudiendo   tambi6n   observar   sus   efectos   en   la   inducci6n   de

tolerancia.



Especificamente  en  el  area  de trasplante,  los  grupos  de  Brunner y Turnquist  han

mostrado que el tratamiento con  lL-33 mejora  la sobrevida del trasplante alogenico de

coraz6n, respuestas que se encuentran ligadas a la expansi6n de CMS y Tregs. En un

modelo  de colitis  experimental  en  ratones,  se  mostr6  que  lL-33  reduce  la  inflamaci6n

intestinal de  manera  indirecta a  traves  de  la expansi6n  de c6lulas dendriticas  CD103+

productoras de acido retinoico (Schiering et al., 2014).

La  combinaci6n  de  los  efectos  tolerogenicos  de  esta  citoquina  con  su  capacidad

para mejorar la cicatrizaci6n de heridas, la hacen un  blanco interesante para  el estudio

del rechazo al trasplante, donde se necesita que el organismo acepte de mejor forma el

injerto, a la vez que cicatriza correctamente las heridas ocasionadas por la cirugia.

3.3     C6lulas Mieloides supresoras

Las celulas mieloides supresoras (CMS, de aqui en adelante), se definen como un

grupo  heterogeneo  de  celulas,  con  un  origen  y  actividad  biol6gica  comtin.  Como  su

nombre lo dice,  estas celulas poseen  un origen  mieloide y tienen  las caracteristicas de

encontrarse  en  un  estado  inmaduro  y  poseer una  gran  habilidad  supresora  sobre  la

respuesta  de  linfocitos  T  (Dilek  et  al.,   2012a;   Dilek  et  al.,  2012b;   Gabrilovich  and

Nagaraj, 2009; Youn and  Gabrilovich, 2010). En general,  las CMS  no se encuentran en

individuos   sanos,   sino   que   constituyen   un   estado   pasa/.era   de   celulas   mieloides

inmaduras   que   surgen   en   la   medula   6sea   y   posteriormente   se   diferencian   a

granulocitos,   monocitos   o   celulas   dendriticas.   Sin   embargo,   cuando   existe   alguna

patologia, se producen alteraciones en el proceso de diferenciaci6n  celular,  impidiendo

la  maduraci6n  de  las  c6lulas,  resultando  en  c6lulas  en  un  estado  inmaduro  (o  en  la

aparici6n de esta poblaci6n supresora).  Este proceso va de la mano con la adquisici6n

de caracteristicas propias de celulas supresoras, como lo son la expresi6n de arginasa-



1  (ARC-7), y la expresi6n de una versi6n inducible de la sintasa de 6xido nitrico (/'IVOS)

las que,  entre otras funciones,  ejercen supresi6n  sobre los  linfocitos T (Gabrilovich and

Nagaraj, 2009).

Hasta la fecha, se ha detectado la presencia de CMS en diferentes patologfas, sin

embargo,  se  considera  que  estas  aparecen  principalmente  durante  el  desarrollo  de

inflamaci6n,  gatillando  su  expansi6n  y/o  acumulaci6n  (Ostrand-Rosenberg  and  Sinha,

2009).  Por ejemplo,  una vez que  las  CMS  se  acumulan,  en  algunos  canceres,  estas

generarian   un   ambiente   inmunosuprimido   favoreciendo   el   crecimiento   del   tumor

(Wesolowski et al., 2013).  En condiciones de estfes traumatico y trasplante se ha visto

que  las  CMS  son  capaces  de  inhibir la  respuesta  efectora  de  linfocitos  T  (Brunner et

al.,  2011 ;  Gabrilovich  and  Nagaraj,  2009; Turnquist et al.,  2011).  En  el caso  de sepsis

se  han  observado  dos  fen6menos:  una  sepsis  temprana  en  las  que  CMS  tienen  un

efecto  pro-inflamatorio,  secretando  mediadores  inflamatorios;  y  una  sepsis  tardia  en

donde   las   CMS   son   capaces   de   disminuir   la   inflamaci6n,   secretando   mol6culas

inmunosupresoras (Brudecki et al., 2012).

En  rat6n,  la§  CMS se caracterizan  por la expresi6n  de las moleculas de superficie

CDllb   y   Gr-1,   encontfandose   diferentes   fenotipos   que   dependen   del   nivel   de

expresi6n  de  estas  moleculas.  Aquellas  con  un  fenotipo  CD11bh!ghGr-1low  se  definen

como  CMS-Monoclticas,   mientras  que  las   c6lulas  CD11b'owGr-1hlgh  corresponden  a

CMS-Granulociticas (Greifenberg et al., 2009).

De  un  tiempo  a  esta  parfe,  el  estudio  de  esta  poblaci6n  celular ha  cobrado  gran

relevancia, ya que se ha visto que juegan importantes roles en enfermedades como el

cancer.   Dentro  de  las  caracteristicas  mss  estudiadas  estan   las  relacionadas  a  su

capacidad   supresora   y  a   c6mo   ejercen   esta   funci6n   sobre   otros   tipos   celulares,



principalmente  en  linfocitos  T  efectores.   Entre  los  mecanismos  y/o  mol6culas  mss

comtinmente descritas se encuentran:

3.3.1     Arginasa:  Enzima  encargada  del  catabolismo  de  la  L-arginina.  Al aumentar la

expresi6n  del  gen  Arg7,  y  por consecuencia  la transcripci6n  de  la  proteina,  se

produce la  privaci6n del aminoacido arginina en el medio donde se encuentran

las  celulas.  Este  efecto  tiene  por  resultado  la  inhibici6n  de  la  proliferaci6n  de

linfocitos  T,  a  traves  de  la  disminuci6n  de  la  expresi6n  de  la  cadena  CD3€,  la

prevenci6n   de   la   expresi6n   de   la   ciclina   D3,   y   el   bloqueo   de   la   quinasa

dependiente de ciclina CDK4 (Gabrilovich and Nagaraj, 2009).

3.3.2      iNOS:  La enzima inducible 6xido  nitrico sintasa es otra  molecula que juega un

rol  importante  en  cuanto  a  la  capacidad  supresora  de  las  CMS.  Esta  enzima

cataliza la sintesis de 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina,  Io que produce la

inhibici6n  de  la  expresi6n  De  los  factores  de  transcripci6n  JAK3  y  STAT5,  lo

que  a  su  vez  evitaria  la  expresi6n  de  MHC-ll,  ademas  de  la  inducci6n  de

apoptosis en linfocitos T (Bingisser et a[.,  1998).

3.3.3     Heme-oxygenasa   1    (HO-1):   enzima   que   participa   en   la   inhibici6n   de   la

proliferaci6n   de   linfocitos  T  a  traves  de   la   producci6n   de  CO   (Dilek  et  al.,

2012a).
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3.3.4    Producci6n    de   citoquinas   anti-inflamatorias:    Entre   otras   capacidades

asociadas a las CMS esta la secreci6n de citoquinas anti-inflamatorias como lL-

10  y  TGF-B.   Estas  citoquinas  pueden  actuar  tanto  en  la  inducci6n  de  otras

poblaciones supresoras, asi como tambien en la prevenci6n de citotoxicidad por

parte de linfocitos T (Dilek et al„ 2012a; Terabe et al., 2003).

3.3.5     lnducci6n  de  linfocitos  Tregs:  Varios  trabajos  ham  descrito  la  inducci6n  de

linfocitos Tregs FoxP3+ por parte de CMS. El grupo de Huang, describi6 que las

CMS  promueven  la  inducci6n  de  linfocitos Tregs,  lo  cual  es  dependiente  de  la

secreci6n  de  lL-10  y TGF-P  (Huang  et al.,  2006).  Por otra  parfe,  el  grupo  de

Serafini asoci6  la expansi6n de Tregs naturales a la actividad de la Arginasa  de

las  CMS,  sugiriendo  que  varios  factores  derivados  de  estas  celulas  podrJan

actuar sin6rgicamente  en  la  promoci6n  de  un  estado  tolerog6nico  (Serafini  et

al., 2008).

3.3.6     ADAM17:  el  dominio  17  de  la  metaloproteasa  ADAM  tiene  la  capacidad  de

clivar  el  ectodominio  de  la  selectina-L  (CD62L),  Io  cual  impide  que  linfocitos  T

CD4+ y CD8+ puedan migrar hacia los ganglios linfaticos a sitios de inflamaci6n

donde deberian ser activados (Dilek et al„ 2012a).

En  el  area  de  trasplante  existe  evidencia  de  que  la§  CMS  ei.ercen  una  actividad

protectora  sobre  el  sistema  inmune  del  organismo  receptor,  permitiendo  una  mayor

sobrevida del injerto.  En el afio 2008,  Dugast y su grupo describieron  que la tolerancia

a trasplante  renal en  ratas  es ejercida  por CMS.  La tolerancia  al trasplante  lograda  en

este trabajo  se origin6,  en  parfe,  al bloqueo de la co-estimulaci6n  en  [infocitos T y a  la
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inducci6n de apoptosis de linfocitos T efectores,  lo que es dependiente de la actMdad

de   iNOS.   Este   dltimo   resultado   qued6   demostrado   cuando,   al   inyectar  animales

tolerantes  al  injerto  con   un  inhibidor  de  iNOS,   se  indujo  el  rechazo  del  trasplante

(Dugast et al., 2008). Ademas de esto, experimentos de transferencia adoptiva de CMS

diferenciadas  /'n  vi.fro  a  partir  de  c6lulas  madres  embrionarias,  demostraron  que  este

tipo celularjuega un papel importante en la prevenci6n de la enfemiedad  injerto contra

hu6sped   (o   GVHD),  a  traves  de  la  secreci6n   de   lL-10,   la  actividad   de  iNOS  y  la

inducci6n  de linfocitos Tregs CD4+CD25+Foxp3+  (Zhou et al., 2010).  Por otro  lado, en

un  modelo  de  trasplante  de  piel  se  mostr6  que  CMS  CDllb+Gr-1+,  desarrolladas  /.n

v/fro  y   posteriormente  transfen.das   al   animal,   permiten   la   inducci6n   de  Tregs   que

prolongan  la  sobrevida  del  injerto,  demostrando  que  existirfa  una  cooperaci6n  entre

estos dos tipos celulares (Adeegbe et al., 2011 ). La interacci6n entre CMS y linfocitos T

es  un  punto  interesante  ya  que,  por  ejemplo,  el  grupo  de  Dugast  demostr6  que  la

interacci6n  entre CMS y  linfocitos T efectores  (CD4+ y CD8+) produce  un aumento en

la expresi6n de iNOS y en  la activaci6n de la funci6n supresora de las CMS. Esto no se

observ6  si  los  linfocitos  T  eran  Tregs,  ya  que  no  se  obtuvo  mayor  cambio  en   la

expresi6n   de  iNOS   en   las   CMS.   Con   esto   se   muestra   que  existe   una   actividad

supresora  selectiva  hacia  linfocitos  T  efectores,  pero  no  hacia  Tregs  (Dugast  et  al.,

2008).  En  trasplante  de  coraz6n  se  demostr6  que,  poco  despues  de  efectuada  la

cirugla,  celulas  CDllb+Gr-1+  eran  capaces  de  migrar  al  sitio  del  injerto,  inducir  la

expansi6n  de  Tregs  y  prevenir  el  inicio  de  la  respuesta  inmune  adaptativa  contra  el

trasplante (Garcia et al., 2010).

Esta   evidencia   demuestra   c6mo   las   CMS   son   capaces  de   actuar  de   forma

supresora sobre los linfocitos T efectores, favoreciendo un estado de tolerancia frente a
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antlgenos extrafios. Si bien esta capacidad no es la deseada en casos como el cancer,

puede  ser  bien  utilizada  en  modelos  de  enfermedades  donde  la  tolerancia  es  una

caracteristica    deseada,    como    por   ejemplo    en    la    aceptaci6n    de   trasplante    o

enfermedades autoinmunes.

3.4     Linfocitos T reguladores (Tregs)

Los  linfocitos  Tregs  corresponden  a  un  subtipo  de  linfocitos  T  CD4+,  que  se

caracteriza  par su  capacidad  para  suprimir las  respuestas  inmunitarias  y  mantener la

autotolerancia   en  el  organismo.   En  el   rat6n,   estas  c6lulas  se  caracterizan   por  la

expresi6n de la glucoproteina CD4,  niveles altos de la cadena  a del receptor de la  lL-2

(o CD25) y por el factor de transcripci6n  maestro  Forkhead Box P3 /Foxp3/ (Abbas et

al.,  2012).

Se  ha  observado que  los Tregs  Foxp3+ son de vital  importancia  en  la  mantenci6n

de la tolerancia a lo propio (por lo tanto, a un funcionamiento normal del organismo), ya

que   en   casos   de   mutaciones   de   Foxp3   en   humanos,   o   deleci6n   del   factor  de

transcripci6n  en  ratones,  se  producen fallas autoinmunes de cafacter sist6mico, en  las

que se observa una  respuesta exagerada por parte de los linfocitos T CD4+ efectores

(Kobayashi et al., 2001 ).

Los Tregs se pueden dividir en  dos grupos  principales  dependiendo de  su  origen:

los  generados  en  el  Timo  o  naturales  (nTregs)  y  los  generados  en  la  periferia  o

inducjdos (iTregs).
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3.4.1     T  reguladores  naturales  (nTregs):  Estos  linfocitos  se  originan  en  la  medula

6sea para luego migrar al 6rgano linfoide primario Timo, donde maduran al igual

que las otras  poblaciones de linfocitos T CD4+.  La diferenciaci6n de los nTregs

ocurre  cuando  algunos  linfocitos  T  autorreactivos,  en  lugar de  ser eliminados,

sufren  un  cambio  en  sus  capacidades  funcionales  y  adquieren  propiedades

supresoras. Una vez en la periferia,  mantienen en control las respuestas frente

a  antigenos  propios.  Son  parte  de  lo  que  se  conoce como  ro/erano/.a  Cenfra/

(Abbas et al., 2012).

3.4.2    T reguladores inducidos (iTregs): A diferencia de los anteriores, estas c6lulas

surgen  a  partir  de  linfocitos  T  CD4+  virgenes  en   la  periferia  del  organismo,

donde  adquieren  los  marcadores  especificos  como  CD25  y  Foxp3,  asf  como

tambi6n  habilidades  regulatorias.  Su origen esfa enmarcado en  la  presentaci6n

antigenica por parfe de las CPAs sin que exista una adecuada co-estimulaci6n

o  sefiales  de  tipo  altamente  inflamatorias  (Schmitt  et al.,  2013),  lo  que  en  su

totalidad  llevarfa a  la celula  por la via de diferenciaci6n  hacia Tregs  (Yamazaki

et  al.,  2013).  Se  ha  demostrado  que  tanto  lL-2  como  TGF-P  son  citoquinas

necesarias  para  este  proceso  (Chen  et al.,  2003;  Zheng  et al.,  2007).  Algunos

trabajos  han  demostrado  la  generaci6n  de  estas  c6lulas  en  distintos  6rganos

perifericos,   por  ei.emplo,   en   los  tejidos   linfoides   del   intestino,   donde   se   ha

observado que [a estimulaci6n y presentaci6n antigenica con celulas dendriticas

en  presencia de TGF-P y acido retinoico  induce la generaci6n de Tregs Foxp3+

(Benson et al., 2007; Mucida et al., 2007; Vignali et al., 2008).
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Los Tregs son capaces de emplear diversos  mecanismos  para  ejercer su funci6n

tolerog6nica,  Ios  que  pueden  ser contacto  dependiente  o  independiente,  produciendo

distintos  resultados en la  c6Iula efectora,  incluyendo la apoptosis de las mismas, como

tambien la inducci6n de estados no-respondedores (anergia), entre otros.

3.4.3     Disrupci6n  metab6lica:  lL-2  es  una  citoquina  que  promueve  la  mantenci6n  y

proliferaci6n   de  diversos  tipos  celulares,   entre   ellos   los   linfocitos  T.   Se   ha

demostrado que Tregs que se encuentren en cercanias de celulas T efectoras

pueden  sobreconsumi.r lL-2, de forma que las c6Iulas efectoras  no tengan  una

sefial de sobrevida y se induzca su apoptosis (Tram et al., 2009).

3.4.4    Tolerancia  infecciosa:  este concepto es  usado  para describir el  proceso  que

ocurre  cuando  las  capacidades  tolerogenicas  (supresi6n  de  celulas  efectoras)

son transferidas de una celula a otra. En este proceso ocurriria la conversion de

c6lulas  T  Foxp3-  a  Tregs  Foxp3+  mediante  el  contacto  de  un  Treg  con  un

linfocito  T  efector.  Se  ha  observado  que  este  proceso  es  dependiente  de  la

presencia  de  TGF-a  unido  a  la  membrana  (Andersson  et al.,  2008;  Shevach,

2009), ademas de ser un  mecanismo  necesario para  la  inducci6n  de tolerancia

a trasplante, como lo describiera Cobbold y colaboradores, utilizando un modelo

de trasplante de piel (Cobbold et al., 2004).
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3.4.5    Secreci6n   de   citoquinas   inhibitorias:   Las   citoquinas   caracteristicamente

secretadas  por Tregs  incluyen  lL-10,  lL-35  y  TGF-P,  las  cuales  se  identifican

por  tener   un   cafacter   (principalmente)   antiinflamatorio.   Por  ejemp[o,   se   ha

descrito  que  lL-10  es  importante  para  la  supresi6n   de  la   inflamaci6n   en  el

intestino y tambien es necesaria para controlar la producci6n de lFN-y por parte

de las c6lulas T (Sojka and Fowell, 2011 ). Tambien se ha demostrado que lL-35

tiene   la   capacidad   de  suprimir  la   proliferaci6n   de   c6lulas  T,   asl  como  sus

funciones efectoras (Olson and  MCNeel, 2013), acci6n que no estaria limitada a

linfocitos  T  CD4+,  sino  que  tambi6n  abarca  linfocitos  T  CD8+  (Olson  et  al.,

2012). Ademas, se ha demostrado que lL-35 evita la diferenciaci6n de linfoci{os

T vlrgenes hacia  el fenotipo Thl7   (Liu et al., 2012).  Por otra  parte,  la citoquina

TGF-P  se  puede  encontrar unida  a  la  membrana  o  soluble,  y se  ha visto  que

tanto   en   rat6n   como   en   humano   estaria   involucrada   en   el   bloqueo  de   la

proliferaci6n  de  celulas T.  Apoyando  lo  anterior,  se  ha  reportado que animales

deficientes en TGF-P muestran respuestas Thl  y Th2 aumentadas  (Schmidt et

al.,  2012).

3.4.6    Cit6Iisis:  Diferentes estudios  han  mostrado que  los Tregs tanto  murinos como

humanos  son  capaces  de  secretar  mol6culas  como  Granzymas  y  perforinas

(Grossman  et  al.,  2004),  con  las  cuales  se  produce  la  lisis  de  las  celulas  T

CD4+  a  trav6s  de  la  activaci6n  de  las  caspasas.  Este  tipo  de  mecanismo  es

considerado  importante  para  la  mantenci6n  de  la  tolerancia  (Gondek  et  al.,

2008).
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4      HIP6TESIS

lL-33  induce  poblaciones celulares supresoras y favorece  el establecimiento de un

microambiente tolerogenico en animales trasplantados.

5      0BJETIVOS
5.1      0bjetivo General

Estudiar   el   efecto   de   lL-33   en   poblaciones   supresoras   involucradas   en   la

aceptaci6n de un trasplante.

5.2     0bjetivos Especificos
)

5.2.1.   Estudiar  el  efecto  de   lL-33  en   la  frecuencia,   ntlmero  y  fenotipo  de  Celulas

Mieloides Supresoras en animales trasplantados.

5.2.2.  Analizar  el  efecto  de  lL-33  en  la  frecuencia,  ndmero,  fenotipo  y  origen  de  los

linfocitos T reguladores, ademas de evaluar la sobrevida del trasplante

5.2.3. Determinar el efecto de lL-33 en el microambiente de citoquinas caracteristico de

la respuesta de rechazo a trasplante.
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6      MATERIALESYMETODOS

6.1      Ratones

Ratones de 6-8 semanas de edad, de las cepas C57BL/6 (WT), BALB/c y ratones

reporteros  FoxP3GFP  (background  C57BL/6,  con  los  marcadores  congenicos  CD45.1

(Ly5.2)  o   CD45.2   (Ly5.1)  fueron   usados   en   este  estudio.   Los   ratones   reporteros

Foxp3eGFP  (Haribhai  et al.,  2007) fueron  donados  por el  Dr.  J.  Rodrigo  Mora  (Harvard

Medical School,  Cambridge,  MA,  USA).  Los  ratones  F1  (H2bxd) se generaron  mediante

la   cruza   de   ratones   C57BL/6   (H2b)   con   ratones   BALB/c   (H2d).   Los   animales   se

mantuvieron  en  el  bioterio  central  bajo  los  protocolos  aprobados  por  el  Comit6  de

Bio6tica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

6.2     Ivledios de cultivo y reactivos

El  medio  de  cultivo  utilizado  fue  RPMl  complete  (RPMlc),  el  cual esta  compuesto

par:  RPMl-1640 (Gibco, BRL, EEUU),  suplementado con  10mM de HEPES,100  lu/mL

de  penicilina/estreptomicina,   10%  de   suero  fetal  bovino   inactivado   por  calor  (SFB,

Gbco, BRL, EEUU) y 50 uM de 2-P-mercaptoetanol.

6.3     0btenci6n de suspensiones celulares

Usando   instrumental  quirdrgico   apropiado,   se   extrajeron   los  ganglios   linfaticos

desde   ratones   C57BL/6   o   Foxp3GFP   reporteros,   los   cuales   fueron   macerados   y

disgregados   en    ce//   sfra/.Hers   (BD   biosciences,    EEUU)   con    el   fin   de   obtener

suspensiones celulares.
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6.4     Citometria de flujo

Los analisis  por citometria de flujo fueron  realizados marcando las c6lulas con  los

anticuerpos  anti-raton  CD4  (clon  RM4-5),  CD25  (clon  PC61.5),  Grl   (clon  R86-8C5),

CDllc (clan  N418),  CDllb  (clon  ml/70),  CD45.1/Ly5.2  (clon A20),  T-bet (clon  4810)

todos  obtenidos  desde  Biolegend  (San  Diego,  CA,   EEUU),  anti-  ROR-vt  (clon  82D)

desde eBioscience (San  Diego, CA,  EEUU) y anti-ST2 (clon 245707), se obtuvo desde

R&D  Systems,  Minneapolis,  MN,  EEUU).  Los  anticuerpos  se  encontraban  conjugados

con los fluorocromos FITC, PE, Percp o APC.  La adquisici6n de los datos se realiz6 en

el  cit6metro  de  flujo  FACscalibur  (Beckton  Dickinson,   EEUU),  usando  el  software

CellQuest (BD Biosciences,  EEUU).   Finalmente, el analisis de los datos se realiz6 con

el soft\^/are FlowJo (Treestar, Canton, OH, EEUU).

6.5     Trasplante de piel y tratamiento

Piel de cola  (aproximadamente  1  cm2) de ratones donantes C57BL/6 (sing6nico) o

F1   (alogenico)  fue  trasplantada  en   el  area  dorsal  de   ratones   reporferos  C57BL/6

FoxP3GFP,  Ios cuales se encontraban anestesiados con  una soluci6n de 27°/o  ketamina

(Ketamina) y 3% xilazina (Xylavet, ambos de Alfasan Lab, Woerden,  Holanda)   usando

100   uL   por  20   g   de   peso   corporal   mediante   inyecci6n   intraperitoneal   (dia   0).   La

sobrevida   de   los   injertos   fue  evaluada   3  veces   a   la   semana   y   se   consideraron

rechazados  cuando  un  80%  del  injerto se  encuentra  necrosado  o  se  ha eliminado.  AI

dia 10 se colectaron los ganglios linfaticos drenantes del injerto (GLd) para preparar las

suspensiones celulares a utilizar en citometrfa de flujo y otras tecnicas descritas.  Para

medir la sobrevida del injerto,  los ratones trasplantados fueron mantenidos por 30 dias,

examinandolos cada 2 dfas para comprobar el estado de los trasplantes.  Los  ratones
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fueron tratados diariamente con 500  ng de  lL-33 recombinante (Peprotech.  Rocky Hill,

NJ.  EEUU) o PBS como control, a trav6s de inyecciones intraperitoneales diarias.

6.6     Sort;ng celu]ar  y experimentos de transferencia adoptiva

Celulas  obtenidas  de  ganglios  linfaticos  axilares,   braquiales  e  inguinales  de  un

rat6n  C57BL/6  FoxP3GFP  CD45.2  (Ly5.1), fueron  tefiidas  con  anti-CD4 y anti-CD25  en

PBS  IX +  5%  FBS.  Los  linfocitos  T  CD4  efectores  fueron  "sorteados"  basados  en  el

criterio  CD4+CD25-FoxP3GFP-,  con  una  pureza  del  ~98%,  usando  el  Ce//  sorfer  BD

FACSAria   Ill   (BD   bioscience,   Franklin   lakes,   NJ,   EEUU).   Posteriormente,   ratones

C57BL/6   Ly5.2+   recibieron   lxl06  de  estas  celulas   '`sorteadas"   mediante   inyecci6n

intravenosa (dia -1 ) para luego ser trasplantados al dia siguiente.

6.7     Experimentos de re-estimu[aci6n ex vivo

Celulas   de   ganglios   linfaticos   perifericos   de  todos   los   animales  trasplantados

fueron  obtenidas  al  dia  10,  las  que  fueron  resuspendida§  a  una  concentraci6n  de  1

xl06/mL  en  medio  cRPMl  y sembradas  en  placas  de  24  pozos  (BD  Biosciences,  Sam

Diego, CA,  USA) en presencia de activaci6n policlonal (5 ug/ml de anti-CD3, clon 2cl 1,

Biolegend,   EEUU)   por   3   dfas.   AI   t6rmino   del   cultivo,   los   sobrenadantes   fueron

colectados y almacenados para posterior analisis.

6.8     TestdeELl§A

Sobrenadantes   fueron    analizados    mediante    el    ensayo    de    ELISA    para    la

cuantificaci6n  de  las  citoquinas  lFN-y,  lL-17,  e  lL-10.  Para  ello,  utilizamos  pares  de

anticuerpos  puros y biotinilados  para  cada  una  de  ellas  (eBioscience,  San  Diego,  CA,

EEUU)   y   citoquinas   recombinantes   para   la   elaboraci6n   de   las   curvas   estandar
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(Biolegend, Sam Diego, CA,  EEUU).  La medici6n de la absorbancia se realiz6 a 450 nm

en el equipo Sunrise Basic y el software Magellan (Tecan, Mannedorf, Suiza).

6.9     qRT-PCR

Se extrajo RNA a partir de los GLd del injerto usando el kit E.Z.N.A. Total RNA kit y

siguiendo  las  instrucciones  del  proveedor (Omega  Bio-Tek,  Norcross,  GA,  EEUU).  EI

CDNA  fue  preparado  usando  el  kit  iscript  CDNA  Synthesis  (Bio-Rad,   Hercules,  CA,

EEUU).  El  nivel de  expresi6n de  los genes  iNOS,  Argl  y GAPDH  (gen  housekeap/.ng)

fue medido usando el sistema Mx3000P qpcR (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,

EEUU),  utilizando  el  kit  5x  HOT  FIREPol  EvaGreen  qpcR  Supermix  (Solis  BioDyne,

Tartu, Estonia) como detector fluorescente. Los partidores para iNOS  F:COT TGG TGA

AGG  GAC TGA GC y  R:  CAA CGT TOT COG  TTC TCT TGC; Argl  F: TTT TAG  GGT

TAG  GGC  CGG TG  y R:  CCT CGA GGC TGT CCT TTT GA;  y GAPDH  F:  CCA  GGT

TGT CTC CTG CGA CTT y R: COT GTT GCT GTA GCC GTA TTC A fueron obtenidos

desde  lDT DNA (Coralville,  Iowa,  EEUU).  El analisis fue realizado utilizando el metodo

dad Delta CT-Delta CT.

6.10   Analisis estadistico

Los  dates  fueron  analizados  usando  un  t-test de  Student  no  pareado  (o  test  de

Mann-Whitney)  de  `dos  colas'.  La  tasa  de  sobrevida  fue  analizada  por el  metodo  de

Kaplan-Meier,  y  las comparaciones fueron  realizadas por analisis  '/ong-rank'.  En todos

los casos, se consider6 p  <  0.05 como la significancia estadistica.  Para los analisis de

los datos se utiliz6 el software Graphpad Prism 6 (Graphpad Prism lnc, CA, EEUU).
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7      RESULTADOS

7.1      Efecto de lL-33 sobre c6lulas Mieloides supresoras.

Hasta  la  fecha,  varios  trabajos  han  relacionado  la  actividad  de  la  IL-33  sobre

poblaciones  de  leucocitos,  entre  las  que  se  encuentran  los  Tregs  y  las  CMS.  Para

analizar el  efecto  de  lL-33  sobre  estas  poblaciones  durante  la  respuesta  inflamatoria

gatillada  durante  el  rechazo  a  alotrasplante,  se  utiliz6  el  modelo  de  trasplante  semi-

alogenico  de  piel  ya  estandarizado  en  nuestro  laboratorio.  Este  modelo  permite  el

estudio de los mecanismos y dinamica celular durante el rechazo a aloinjerto y, en este

caso, analizar el efec_to que posee la  lL-33 durante el rechazo a trasplante de piel,  Para

ello,  ratones de la cepa  C57BL/6 fueron trasplanfados con injertos de piel singenicos o

alogenicos y tratados  diariamente  con  una  dosis  de  lL-33  recombinante via  inyeccion

intraperitoneal, Figura 2A.

Al dfa  10  post-trasplante,  cuando los signos de rechazo son  evidentes,  las celulas

provenientes de  los GLd fueron  analizadas  por citometrl'a de flujo.  En  aquellos ratones

con  {rasplante  alogenico,  que  se  encontraban  baj.o  tratamiento  con  lL-33,  se  observ6

una    acumulaci6n    de    CMS    (Figura    28)    caracterizadas    por    la    expresi6n    de

CDllb+Gr-1'ow  (Figura  Suplementaria  1),  a  diferencia  de  las  muestras  del  grupo

alog6nico que no recibian tratamiento. Sin  embargo,  la expresi6n del receptor de la  lL-

33,   ST2,   no   cambia   baj.o   ninguna   condici6n,   manteniendo   un   nivel  de   expresi6n

esencialmente   estable,   Figura   2C.   De   igual   manera,   la   expresi6n   de   MHC-ll   se

mantiene  en  los  distintos  grupos,  con  un  nivel  alto  de  CMS  MHC-ll+  (~97%),  Figura

2D,   sugiriendo  que  estas  celulas   pueden   desempefiar  una  funci6n   como  CPA,  y

afectar,  por  ejemplo,  la  biologia  de  otros  tipos  celulares  como  c6lulas  T  CD4+  y/o
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CD8+,  lo  que  estaria  en  concordancia  con  reportes  que  indican  que  las  CMS  son

capaces de inhibir la respuesta por parte de linfocitos T, acci6n que es dependiente de

una alta expresi6n de MHC-ll (Nagaraj et al., 2012).
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F/.gura 2. IL-33 favorece la acumulaci6n de CIVIS  en ganglios drenantes de aloinjerto.  (A)
La  figura  muestra  el  modelo  de  trasplante  de  piel,  donde  ratones  C57BL/6  reciben  injertos
provenientes  de  ratones  C57BL/6  (singenico)  o  F1   (C57BL/6  x  BALB/c)  alog6nico,  al  dia  0.
Durante  10 dias los  ratones reciben tratamientos de 500 ng/rat6n  de  lL-33,  Iuego de los cuales
son  eutanasiados y sus c6lulas  analizadas.  (a)  Se  muestra el  porcentaje  (izquierda) y  ndmero

(derecha) de celulas CDllb+Grl'Ow presentes en GLd.  (C)  Frecuencia de celu|as CD| 1 b+Gr|'Ow

que  expresan  el  receptor de  lL-33,  ST2.  (D)  Porcentaje  de  celulas  CDllb+Grl'Ow expresando
MHC-ll.  Las  barras  corresponden  a  la  desviaci6n  estandar  (DS),  y  la  significancia  estadistica
fue  calculada  par  el  analisis  Mann-Whitney,  ns:  no  significante,  *  =  0,05.  n=2  experimentos
independientes, con 2 a 4 ratones por grupo en cada experimento
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Como  se  mencion6  antes,  las  CMS  se  caracterizan  por la  expresi6n  de  distintas

moleculas  de  superficie,  asi  como  tambien  de  la  expresi6n  de  genes  involucrados  en

su  capacidad  de  suprimir  la  respuesta  inmune  mediada  por c6lulas  T.  Entre  esfos  se

encuentran  los  genes  de  las  enzimas  Arginasa  (Ang7)  y  de  la  6xido  Nitrico  sintasa

inducible  (/'IVOS).  Con  el  fin  de  saber  si  la  lL-33  es  capaz  de  modular  la  expresi6n

relativa de estos genes en los GLd, y por lo tanto inducir una actividad supresora en las

c6lulas  que  lo  expresan,  se  realiz6  un  analisis  por  qR7--PCR,  utilizando  el  gen  de  la

Gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa  (GAPDH) como  housekeap/.rig.  Para  esto  se

tomaron  muestras  de  celulas  de  GLd  de  ratones  con  trasplante  alogenico,  con  y  sin

tratamiento de lL-33. En la Figura 3, se observa que tanto la expresi6n de Ang7 e /.IVOS

se  encuentra  aumentada  al  doble  en  aquellas  muestras  provenientes  de  ratones

tratados con lL-33.
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F/.gura  3.   IL-33  aumenta   la  expresi6n  relativa   de  Argl   e   iNOS.  La  figura  muestra  la
expresi6n  relativa  de  Arginasa  1  e  iNOS,  en  GLd  de  ratones  con  trasplante  alog6nico,  que
recibleron o no tratamiento con  lL-33.  Las barras corresponden a la desviaci6n estandar (DS).
y  la significancia estadlstica fue calculada par el  analisis Mann-Whitney,  * =  0,05 y "p=0.01.
n=1  experimentos jndependientes] 4 ratones por grupo.
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7.2     lmpacto de lL-33 en la proliferaci6n y diferenciaci6n de linfocitos Tregs /.n
v,'vo

Como ya  se ha  mencionado,  uno de los  blancos de la  lL-33 son  los Tregs (Figura

Suplementaria   2).   En   modelo   de   trasplante   de   coraz6n,   se   ha   observado   un

importante   aumento   en   el   ntlmero   de  celulas   Tregs   bajo   el  tratamiento   con   esta

citoquina  (Brunner et al.7  2011 ;  Turnquist et al.,  2011),  lo cual se  ha  relacionado  con  un

impacto  positivo  en  el  estado  y  sobrevida  del  trasplante.   Es  por  esto  que  nuestro

analisis tambi6n incluy6 a estas celulas.

Con  el fin  de facilitar la  observaci6n  de  los Tregs se  utiliz6  un  rat6n  transgenico  el

cual  expresa  el  factor  de  transcripci6n  caracteristico  de  Tregs,  Foxp3,  fusionado  a  la

proteina  fluorescente verde  (GFP),  permitiendo  su  identificaci6n  a  traves  de  citometria

de flujo.

Cty

stngpn6co

Ak-

I . PtB I .I,cO

Sin Trip   Smgh.co        Artylc®

Figura 4.  IL-33 expande  la poblaci6n  de Tregs  Foxp3+ en  ratones con trasplante de piel.  La
figura   muestra  el  efecto  de  la   lL-33  en  los  Tregs.   (A)   Gfaficos  de  puntos  caracteristicos,   que
representan    la    frecuencia    de   Tregs    CD4+Foxp3GFP+    presentes    en    GLd    de    los    animales
experimentales.   (8)   Gfaficos   compilados  de   la  frecuencia   (arriba)  y   ntlmero  (abajo)   de  Tregs

CD4+Foxp3GFP+.    Las   barras   corresponden   a   la   de§viaci6n   esfandar   (DS),   y   la   significancia
estadistica   fue   calculada    par   el    analisis   Mann-Whitney,    ns:    no    §ignificante,    "p=0,01.    n=3
experimentos independientes,  con 2 a 3 ratones por grupo en cada experimento.
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En   la  figuras  4A  y  a  se  observa  el  aumento  en  el  ntlmero  de  Tregs  CD4+

Foxp3GFP+   en   aquellos   animales   con   trasplante   alogenicos   y   tratados   con   lL-33,

respecto  a  su  control  con  PBS.  Esta  observaci6n  se  correlaciona  con  lo  observado

fisicamente  en   los   ratones,   donde  al  dia   10   post-trasplante  se  encuentra   que   la

integridad de aquellos injertos de animales tratados con lL-33 (en cualquiera de las dos

condiciones,  aceptaci6n  a  rechazo),  presentaban un  mejor estado que su contraparte

tratada con el vehfculo,  Figura 5A.

Ademas,  se  realiz6  un  experimento  de  sobrevida, >en  el  cual  se  mantuvieron  los

animales  trasplantados  baj.o  tratamiento  (PBS  o  lL-33)  durante  30  dias,  observando

que ambas condiciones de animales con trasplante sing6nico (PBS  o  lL-33) presentan

una  sobrevida  del  100%,  mientras  que  todos  los  ratones  con  trasplante  alog6nico  y

tratados con  PBS  han rechazado el trasplante al dia  12.  Finalmente, encontramos que

aquellos  ratones trasplantados  con  injehos alogenicos,  y tratados con  IL-33,   lograron

una tasa de sobrevida del trasplante de un 800/o (dia 30), Figura 58.  Esto indica que el

tratamiento con  la citoquina efectivamente favorece  la aceptaci6n  del trasplante  lo que

estaria asociado a la generaci6n de tolerancia inmunol6gica.
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Figura  5.  Efecto  neto  de  la  lL-33  en  los  injertos.  (A)  Fotografias  mostrando la  integridad  de
los  injertos de  piel  en todos  los  grupos experimentales  al  dia  10.  (8)  Gfafico que  representa  la
sobrevida  de  los  injertos,  medido  por 30 dias.  La   significancia  estadistica fue calculada par el
analisis  Mantel-Cox,   "*p=0,0001.   n=1   experimento  independientes,   con   3  a  5   ratones  per
grupo.
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Ya  que  los Tregs  evaluados  en  los  ganglios  pueden  corresponder a  la  poblaci6n

originada   en   el   timo   (nTreg)   o   a   aquellos   diferenciados   en   la   periferia   (iTreg),

disefiamos  un  experimento  de  transferencia  adoptiva  para  identificar  cual  de  estas

poblaciones de Treg es afectada positivamente por el tratamiento con lL-33. 0 en otras

palabras,  Lpermite lL-33 la expansi6n de nTregs o es capaz de generar iTregs?

Para   esto   se   recurri6   a   la  tecnica  de   sorfi.ng  celular,   a  traves  de  la   cual  se

separaron  o  aislaron  las  celulas  CD4+CD25-Foxp3GFP-  (Figura  Suplementaria  3),  Ias

que fueron transferidas a traves de una inyecci6n intravenosa (en la cola) a ratones de

genotipo  Ly5.2+.  Ya  que  las  celulas  transferidas  carecian  de  este  marcador  (Ly5.2-o

Ly5.1+),  pudimos  diferenciar  las  celulas  end6genas  de  las  ex6genas  (Figura  6).  AI

siguiente dia,  o dia 0, se realizaron  los injertos de piel, y luego de  10 dias se analiz6 el

fenotipo y ntlmero de Tregs.
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Figura  6  Estrategia  de  sort/.ng  y  disefio  de]  experimento  de  transferencia  adoptiva.
Celulas  CD4+Ly5.2-CD25-Foxp3GFP-fueron  sorteadas desde ratones  C57BLJ6 reporteros para

Foxp3.  Luego fueron  inyectadas vi'a intravenosa en  ratones C57BL/6  Foxp3GFP+Ly5.2+ a| dia -
1. Al dia 0 estos ratones recibieron trasplante alogen6ico e inyecciones diarias de lL-33 o PBS.
Al d[a 10 los ratones fueron eutanasiados y celulas de GLd analizadas.

28



Ide.pBs         „      ^!o+Ii43

a.p.   I   ;pe

I                  `   )                  .J`

|y5-2                   =

e£

¢`           y,'             r,             r,'             +       J`             ,IFaxp3qu -

^aL£

JE I ri

|pe.(C-)

lyt2+(CO-

Akrtyico                                            A]Oechco

Figura  7.  ILi3  promueve  la  inducci6n  de  Tregs  Foxp3+  en  la  periferia,  (A)  Gfaficos  de
puntos  caracteristicos  que  representan  la  frecuencia  de  c6lulas  T  CD4+  end6genas  (abajo)  y

iBj%e£:So°stcr:#Spf::jdd:Sd(:r,n;bf::'c:::cT::a::b:a)fyrencdu:::;a(adbearoTr:gsT{:gbsaj::xep3TGrFepg:n(dauITc'jbdao);
(izquierda)  y  nTregs  (derecha).  Las  barras  corresponden  a  la  desviaci6n  estandar  (DS),  y  la
significancia estadistica fue calculada por el analisis Mann-Whitney,  ns:  no significante,  * = 0,05.
n=1  experimentos independientes, con 4 ratones por grupo.

Al  igual que en  los experimentos anteriores,  se estudiaron  las celulas de los GLd a

traves  de  citometria  de  flujo  y se  encontr6  que tanto  las  celulas  T CD4+  transferidas

como  las  end6genas  aumentaron  su  ntimero  en  respuesta  al tratamiento  con  la  lL-33

(Suplementaria  4).  Interesantemente,  aquellos  animales  tratados  con  esta  citoquina

presentaron   ademas   una   conversi6n   de   celulas   T   CD4+   Foxp3GFP-   a   Foxp3GFP+
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mientras  que  las  celulas  T  CD4+  end6genas  no  presentaron  mayor variaci6n  en  la

expresi6n  de  este  marcador,  Figura  7.  Al  igual  que  con  la  frecuencia,  el  ntimero  de

nTregs no presenta una variaci6n significativa.

7.3     Patr6n de secreci6n de citoquinas bajo tratamiento con lL-33

Finalmente,  y  para .entender  otro  posible  mecanismo  a  traves  del  cual  la  lL-33

ejerce su capacidad  protectora sobre el organismo,  se analiz6 el patr6n de citoquinas

secretado  por  las  celulas  de  los  GLd.  Para  esto,  las  celulas  provenientes  de  GLd

fueron  contadas,  sembradas a  1  mill6n/mL y re-estimuladas ex vi.vo con a-CD3  por 72

horas,  luego  de  las  cuales  los  sobrenadantes fueron  rescatados  y  analizados  con  el

test de ELISA.

Las citoquinas  estudiadas  corresponden a  aquellas  que  han  sido  descritas  como

efectora§ en  el  rechazo a trasplante,  lFN-v e  lL-17, y ademas se estudi6 Ia  producci6n

de ]a citoquina anti-inflamatoria  lL-10.

Los  resultados  muestran  que,  efectivamente,  durante  el  rechazo  a  trasplante  se

genera  la  producci6n  de  lFN-v e  lL-17.  Sin  embargo,  en  aquellos  animales  portadores

de aloinjerto y ademas tratados con  la  lL-33,  la  producci6n  de IFN-y e  IL-17 disminuy6

considerablemente,  Figura  8A.  Por  tlltimo,  esta  reducci6n  en  la  producci6n  de  estas

citoquinas  inflamatorias  se  correlacion6  con  un  aumento  en  la  secreci6n  de  lL-10,

citoquina de  cafacter anti-inflamatorio que, junto  a la  presencia y/o  funci6n  de  CMS  y

de  Tregs,  podria  estar  favoreciendo  un  microambiente  regulador  beneficioso  para  la

aceptaci6n del aloinjerto. Ademas, estos  resul{ados se encuentran  relacionados con  el

cambio eh los niveles de expresi6n de los factores de transcripci6n T-bet y ROR-vt en

celulas  de  GLd  de  animales  trasplantados  y  tratados,  donde  la  expresi6n  de  ambos
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tienden  a  disminuir  bajo  la  influencia  de  lL-33,  tanto  en  condiciones  sing6nicas  como

alog6nicas, Figura suplementaria 5.
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Figura  8  lL-33  inhibe  la  producci6n de  las  citoquinas  inflamatorias  IFNg  e  lL-17,  y aumenta  la
secreci6n de  lL-10.  Resultado del analisis realizado por el test de  ELISA a los sobrenadantes de las
c6lulas  de  GLd  re-estimuladas  ex vi.vo  par  72  horas.  (A)  Gfaficos  que  muestran  las  cantidades  de
lFN-v  e   lL-17.   (8)   Grafico   qlle  representa  la  cantidad  de  lL-10  obtenido   par  ELISA.   Las  barras
corresponden a la desviaci6n estandar (DS), y la significancia estadfstica fue calculada por el analisis
Mann-Whitney,  ns:  no significante, * = 0,05 y **p=0,01.  n=2  experimentos  independientes,  con 2 a 4
ratones por grupo en cada experimento.
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8      DISCusloN

La   lL-33  se  ha  caracterizado   como  una  citoquina  capaz  de  ejercer  una  gran

variedad   de   funciones,   muchas   veces   contradictorias,   especialmente   en   lo   que

respecta    a    los    linfocitos    T    CD4+,    donde    dependiendo    de    las    condiciones

experimentales  (modelo,  tiempo  de  trafamiento,  dosis,  etc)  puede  favorecer  distintos

fenotipos efectores de las mismas.

Recientes   estudios   respaldan   la   idea   de   lL-33   como   inductor   de   tolerancia,

afectando diferentes poblaciones celulares regulaton.as que expresan el receptor ST2,

como  las  mencionadas en  este trabajo,  CMS  y Tregs.  Estudios en  diversos  modelos

animales  de  enfermedades  nan  mostrado  los  efectos  tolerogenicos  asociados  a  la

administraci6n  ex6gena  de  esta  citoquina  (Brunner  et  al.,  2011;   Duan .et  al.,  2012;

Jiang  et al.,  2012;  Miller,  2011;  Schiering  et al.,  2014;  Turnquist et  al.,  2011),  y  se  ha

probado   que   el   efecto   ejercido   es   dependiente  de   la   presencia   de  Tregs   en   el

organismo  (Duan  et  al.,  2012).  Adicionalmente,  modelos  de  aterosclerosis,   EAE  y

trasplante  nan  analizado  los  patrones  de  citoquinas  asociados  a  cada  patolog[a  y el

cambio de estos bajo la influencia de lL-33, observando que el tratamiento es capaz de

disminuir  la  secreci6n  de  citoquinas    inflamatorias,  como  lFN-v  (Thl)  e  lL-17  (Thl7),

contribuyendo   asi   a   la   creaci6n   de   un   ambiente   favorable   para   el   retorno   a   la

homeostasis del organismo   (Brunner et al., 2011 ; Jiang et al„ 2012; Wasserman et al.,

2012).  Considerando esta  informaci6n,  es que se  propuso a  lL-33 como  una  molecula

con  la  habilidad  de  modular el  rechazo  a trasplante  mediante su  acci6n  sobre  celulas

supresoras.

En  este  trabaj.o  se  mostr6 que  la  administraci6n  de  lL-33  no  cambia  la  expresi6n

de ST2 en celulas de GLd provenientes de ratones con trasplantes de piel, a diferencia
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de  lo  observado  en  trasplante  de  coraz6n  (Brunner et al.  2011 ;  Tumuist et al.,  2011).

Esto   se   puede   deber  a   una   diferencia   en   el   tipo   celular   que   componen   estos

tejidos/6rgano,    al    microambiente    generado    post-trasplante,    entre    otros.    Cabe

mencionar,   que  si   bien   los  valores   reportado  para  ST2   no  han   sido  altos,  se  ha

demostrado  mediante el  uso  de  ratones knockout para esta molecula que  los efectos

tolerog6nicos  dados  por la  lL-33  dependen  directamente  de  la  presencia  del  receptor;

por esto, seria interesante probar con este tipo de herramientas o bien con el receptor

soluble para bloquear la sefializaci6n y comprobar la dependencia del receptor para los

efectos de la citoquina en este modelo. Sobre que pasa con este receptor para que los

niveles de expresi6n  detectados sean   bajos existen  dos  posibilidades;  la  primera,  es

que  exista  un  fen6meno  de  feet/back  negativo  que  produzca  una  internalizaci6n  del

receptor  para  evitar  una  sobre-sefializaci6n  a  trav6s  del  mismo;   por  ctro  lado,  es

posible  que  el  receptor este siendo  clivado y  liberado  al  medio  extracelular,  actuando

como sefiuelo con un fin similar al anteriormente mencionado.

Re§pecto  a  la  celularidad  de  los  GLd  del  injerto,  observamos  que  el  tratamiento

con   lL-33   incrementa   la   poblaci6n   CDllb+Gr-1'Ow,   que   corresponderia  a   las  CMS

descritas  previamente  (Brunner et al.,  2011 ;  Turnquist et al.,  2011).,Por otro  lado,  las

poblaciones  CDllb+Grlh!gh  y  CDllb+Grlint  no  presentan   mayores  variaciones  bajo

esta condici6n.  Con el fin  de investigar si el efecto de la  lL-33 en  estas c6lulas abarca

mss  q.ue solo  el  control de  su  ntlmero  celular  (o  si  tambien  tendria  un  impacto  en  su

capacidad    supresora),    se    midieron    los    niveles    de   `expresi6n    de    dos    genes

caracteristicos  en  los  ganglios  de  animales  con  aloinj.ertos  tratados  o  no  con  lL-33:

irvos y Arg7  (Gabrilovich and  Nagaraj, 2009;  Youn and  Gabrilovich,  2010).  En  celulas

de  GLd  de  ratones  con  trasplante  alog6nicos  y tratados  con  la  citoquina  se  encontr6

que  la  expresi6n  de  /'IVOS y Arg7  aumenta  al  doble,  comparado  con  su  contraparte
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tratada con el vehfculo.   Por otro lado, se encontfo una alta expresi6n de MHC-ll en las

CMS  (~95%),  constante  en  todas  las  condiciones,  Io  que  implica  que  estas  c6Iulas

tendrlan   la   habilidad   de   presentar   antlgenos.   Por   consiguiente,   esta   informaci6n

sugiere  que  lL-33  expande  o  favorece  la  diferenciaci6n  de  CMS,  y  podria  actuar  de

manera  positiva  en  sus  funciones  celulares  (o  mecanismos  de  supresi6n)  durante  el

rechazo al injerto.

Usando  el  modelo  de trasplante  de  piel,  pudimos visualizar el  efecto  positivo  que

lL-33 tiene sobre la aceptaci6n del injerto, ya que al dfa  10 post-trasplante se encontr6

que aquellos ratones que recibieron tratamientos diarios presentaban un mejor estado

de   los   injertos   que   los   grupos   que   recibieron   solo   PBS,   (sing6nicos   lucen   mas

saludables  y  alog6nicos,  si  bien  no  se  encontraban  100°/o  aceptados,  sl  presentaban

un  retardo  en  su  cin6tica  de  rechazo  al  dfa  10).  Ademas  de  esto,  el experimento de

sobrevida mostr6 que los tratamientos con lL-33 efectivamente favorecen la aceptaci6n

del  injerto, ya  que al  dia  30  el 80%  de  los  injertos  se encontraban  en  buen  estado  y

completamente   aceptados,   mientras   que   aquellos   ratones   inyectados   con   PBS

rechazaron  completamente  el  in|.erto  al  dia  12  post-trasplante.  Todo  esto  puede  ser

clasificado   como   el   efecto   final   de   la   acci6n   de   la   citoquina   sobre   poblaciones

supresoras y la consiguiente actividad de 6stas en el estado inflamatorio generado por

el  injerto.  Por  otro  lado,  la  mejor  integridad  de  aquellos  injertos  en  ratones  tratados

respecto a  los controles se puede  relacionar con otra  propiedad  descrita  para  la  lL-33:

la  o/.cafr/.zac/.6n  de  4er/.das  /Y/.n  ef  a/.,  2073/,  permitiendo  un  efecto  neto  integral  en

beneficio del injerto.

Referente al fenotipo de las CMS, una elevada expresi6n de MHC-ll sugiere que la

presentaci6n   antigenica   podrla  estar  tomando   lugar  en   un  ambiente   regulatorio   y

afectando  otras  poblaciones  celulares,  como  los  linfocitos  T  CD4+,  especificamente
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Tregs. Estas c6lulas corresponden a otra poblaci6n supresora clave en el estudio de la

inducci6n de tolerancia. Si bien en los experimentos realkados no se observ6 variaci6n

en   las   frecuencias   (o   porcentajes)   de   Tregs   entre   las   condiciones   singenicas   y

alogenicas  (tratadas o  no),  al analizar el  ndmero  celular total se  encontr6  un  aumento

significativo   de   Tregs   en   aquellos   ratones   que   recibieron   trasplante   alogenico  y

tratamiento  con  IL-33.  Esta  observaci6n  deja  al  menos  tres  posibilidades  abiertas:  1 )

Tregs perifericos migrando hacia  los GLd; 2) Tregs residentes en el GLd  en expansi6n;

o 3) c6lulas T vfrgenes (en la periferia) se diferencien a Tregs (iTregs).

Para  poder  dilucidar  el  origen  de  estas  celulas,  se  disefi6  un  experimento  de

transferencia   adoptiva   de   c6lulas   T.   Los   resultados   obtenidos   muestran   que   el

tratamiento con  lL-33 privilegia la tercera opci6n  planteada, es decir,  la diferenciaci6n y

expansi6n de iTregs en la periferia por sobre un efecto en los nTregs (end6genos en el

rat6n),  ya  que  esta  tlltima  poblaci6n  no  presenta  mayores  variaciones  en  namero  o

porcentaje  bajo  la  influencia  de  la citoquina.  Aunque  la  inducci6n  de Tregs  perifericos

ha sido descrita con anterioridad en modelos de trasplante, esta es la primera vez que

se asocia a  la  lL-33 como agente promoter de este evento.  Por lo tanto,  IL-33  puede

promover   la   tolerancia   inmunol6gica   a[   permitir   la   diferenciaci6n   de   iTregs   y   la

expansi6n de nTregs.

Por  dltimo,  se  quiso  evaluar  la  producci6n  de  citoquinas  durante  el  rechazo  del

injerto y si  lL-33 es capaz de alterar este patfon.  Se encontr6 que  bajo el tratamiento

con la lL-33 la producci6n de citoquinas inflamatorias caracterfsticas para este proceso ,

IFN-v  e  lL-17,  disminuye  significativamente  durante  la  re-estimulaci6n  ex  v/.vo  de  los

GLd  de  ratones  trasplantados,  sugiriendo  que  existe  un  proceso  inflamaton'o  menor

que  en  los  ratones  del  grupo  de  rechazo.   Por  otra  parte,  la  producci6n  de  lL-10,

citoquina  anti-inflamatoria  secretada  en  este  caso  por los  linfocitos T existentes  en  el
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GLd,  aumento  en  aquellos  animales  con  trasplante  alogenicos  y  tratados  con  lL-33,

alcanzando  mayores  niveles que en  las demas  condiciones.  En  conjunto  estos  datos

indican  que  lL-33  favorece  un  ambiente de tolerancia,  disminuyendo  la  producci6n  de

citoquinas  inflamatorias  e  incrementando  la  de  citoquinas  antiinflamatorias,  procesos

que son posiblemente regulados por las poblaciones supresoras de CMS y Tregs.

Considerando  lo  anterior,   se  confirma  la  acci6n   de   lL-33  en  la   inmunidad  del

trasplante, donde esta citoquina es capaz de inclinar el balance inmunol6gico hacia un

ambiente  anti-inflamatorio  y  de  tolerancia,  que  beneficia  directamente  el  estado  final

del  injerto  e  impacta  en  su  aceptaci6n.   Estos  resultados  dan  nuevas  expectativas

respecto al posible uso terap6utico de lL-33 para prevenir el rechazo a trasplantes.
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9       CONCLUSIONES

A partir de este trabajo se puede concluir que:

•     lL-33 actda como inductor de tolerancia durante el rechazo al trasplante,

afectando distintas poblaciones supresoras.

•      lL-33   aumenta   el   ntimero   de   C6lulas    Mieloides   Supresoras   y   la

expresi6n de Argl  e iNOS en c6Iulas de los GLd.

•     IL-33  favorece la expansi6n e inducci6n de T reguladores en la periferia

del individuo trasplantado.

•     El  efecto  en  estas  poblaciones  celulares  favorece  el  desarrollo  de  un

ambiente  tolerogenico,  a  traves  del  cambio  del  patr6n  de  citoquinas

caracteristicos del rechazo, favoreciendo la aceptaci6n del injerto.

Por  tiltimo   podemos   proponer  que   la   lL-33,   al  tener  un   efecto   positivo   en   la

aceptaci6n  y cicatrizaci6n  del  injerto,  es  un  buen  blanco  de  estudio  para  una  posible

terapia contra el rechazo a trasplante.
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11    FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura Suplementaria 1. Estrategia de gati.ng usada para identificar las CIVIS CDll b+ Crl low. A partir de las
poblaciones totales se seleccion6 la que corresponde a las c6lulas de  mayor tamafio,  luego se seleccionaron  las
celulas CDllb+ y dentro de ellas se separaron en 4 grupos dependiendo del  nivel de expresi6n de Grl .
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Apes
Gate en Foxp3GFP.

Figura  Suplementaria  2.  Expresi6n  de  ST2  en  Tregs.  (A)  Gfafico de  puntos  representativo de  la
expresi6n de ST2 en  celulas CD4+Foxp3GFP+ Tregs.  (8) Gfafico compilado de la frecuencia de ST2
en Tregs de GLd.
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Figura Suplementaria 5.  Expresi6n  de T-bet y ROR-yt en  Old  al  dfa  10  post-trasplante.
Niveles de T-bet (Thl ) y POF}-vt (Thl 7) en c6lula§ de GLd al  10 post-trasplante.  N=1.
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