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RESUMEN

La esclerosis mdltiple (EM) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la
desmielinizacién y neurodegeneracion que afecta a millones de individuos a nivel mundial. La
patogénesis de esta enfermedad ain no ha sido dilucidada, sin embargo, el eje intestino-SNC (del
inglés Gut-brain axis) se ha identificado como un componente clave en el desarrollo de la
enfermedad. Asi, tanto en pacientes como en ratones con encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE), el modelo de estudio de la enfermedad, se ha observado una disminucion de acidos grasos
de cadena corta (AGCC) asociado a disbiosis. Ya que las células linfoides innatas (ILC) intestinales
expresan altos niveles del receptor acoplado a proteina G 43 (GPR43), el principal receptor para
los AGCC, y orquestan la respuesta inmune adaptativa, en esta investigacion se estudia el papel
del GPR43 expresado en ILC de la ldmina propia colénica en ratones con EAE. Para esto, se
extrajeron células de la LP col6nica de ratones con EAE en el maximo de severidad de la
enfermedad y se analizd la expresion del MHC-I1, moléculas co-estimuladoras y citoquinas en ILC
mediante citometria de flujo. También, se realiz6 un ensayo de presentacion antigénica para evaluar
el efecto de la estimulacién del GPR43 expresado en ILC y sobre la activacion de linfocitos T
CD4". Los resultados sugieren que la expresion de moléculas co-estimuladoras en las ILC aumenta
y la produccion de IL-2 disminuye, favoreciendo la actividad de linfocitos T efectores y limitando
la funcion supresora de linfocitos T reguladores (Treg), respectivamente, mecanismos regulados
por el GPR43, cuya estimulacién es menor en EAE. En conjunto, estos mecanismos contribuyen

al desarrollo de la EAE.



ABSTRACT

Multiple sclerosis is an autoimmune disease characterized by demyelination and
neurodegeneration that affects millions of individuals worldwide. The disease pathogenesis hasn’t
been elucidated; however, the gut-brain axis has been identified as a principal component in the
development of the disease. Thus, both in patients as in EAE mice -the study model of the disease-
a decrease in short-chain fatty acids has been observed and associated with dyshiosis. As ILC
express high levels of GPR43, the main receptor for SCFA, and they orchestrate adaptive
immunity, in this research the role of GPR43 expressed on ILC from EAE mice colonic lamina
propria is studied. To achieve this, the EAE mice colonic lamina propria cells were isolated at the
peak of symptomatology and then the expression of MHC-II, co-stimulatory molecules, and
cytokines in ILC were analyzed by flow cytometry. Also, the effect of the stimulation of the GPR43
expressed in ILC stimulation on their capacity to activate T CD4" cells. The results suggest that
there is an upregulation of costimulatory molecules in ILC and its IL-2 production decreases,
promoting T cells activity and restricting the suppressive function of regulatory T cells,
respectively, and these mechanisms are regulated by GPR43 which is downregulated during EAE.

Overall, these mechanisms contribute to the development of EAE.



I.  INTRODUCCION
1.1 Enfermedades neurodegenerativas autoinmunes

La autoinmunidad y la neurodegeneracion son dos procesos diferentes, pero estrechamente
relacionados, que estan presentes en muchas enfermedades neuroldgicas. La neurodegeneracion se
refiere a la pérdida progresiva de la funcion y estructura neuronal, que causa problemas cognitivos
y motores. Por otro lado, la autoinmunidad corresponde a la respuesta inmunitaria contra
componentes propios, que puede ocurrir debido a fallas del sistema inmune en el establecimiento
de tolerancia para proteger al hospedero de la actividad de linfocitos autorreactivos, y puede
ocasionar dafio tisular e inflamacion (Owen y col., 2013).

La autoinmunidad puede contribuir al desarrollo y progreso de neuroinflamacién por medio de
la activacion de células inmunes reactivas para autoantigenos derivados del sistema nervioso
central (SNC). Durante mucho tiempo se consider6 al SNC un sistema inmunoprivilegiado debido
a la presencia de la barrera hematoencefalica (BHE), una capa endotelial con permeabilidad
selectiva que separa la sangre del liquido cefalorraquideo (LCF; Escobar & Gdémez, 2008). Sin
embargo, hoy se sabe que existe una conexion anatémica entre el SNC y el sistema linfatico, con
un activo sistema de vigilancia inmune de leucocitos en las meninges y el LCF. Al comprometer
la integridad de la BHE, las células inmunes autorreactivas se infiltran y promueven inflamacion,
gliosis y dafio neuroaxonal. Estos procesos activan microglias y astrocitos que residen en el SNC,
los cuales secretan méas factores solubles como citoquinas, quimioquinas y otros elementos
neurotoxicos, perpetuando y amplificando la neuroinflamacion y la respuesta autoinmune
(Dendrou y col., 2015; Lyman y col., 2014; Shabab y col., 2017). Asi, la relacion entre
neurodegeneracion y autoinmunidad es bidireccional, puesto que la neurodegeneracion participa
de la activacién de respuestas autoinmunes, a la vez que la autoinmunidad contribuye con el dafio

neuroaxonal. La comprension de los mecanismos subyacentes a esta relacion es fundamental para



el desarrollo de estrategias terapéuticas para enfermedades autoinmunes caracterizadas por

inflamacién y neurodegeneracion como la enfermedad de Alzheimer, el Parkinson y la EM.

1.2 Esclerosis Mdltiple

La EM es una enfermedad neurodegenerativa autoinmune mediada principalmente por los
linfocitos T CD4", que se infiltran al SNC donde promueven la inflamacion, desmielinizacion y
degeneracion neuroaxonal. La EM es una enfermedad heterogénea, es decir, los pacientes pueden
experimentar un amplio rango de sintomatologia. El tipo de EM mas comun (85% de los casos) es
de tipo recurrente remitente (EMRR, Relapsing-remitting en inglés) en la cual el paciente pasa por
episodios alternados de disfuncién neurologica llamadas recaidas (“relapsing”) y periodos de
recuperacion llamadas remisiones (“remitting”). Un 80% de pacientes EMRR puede evolucionar a
EM secundaria progresiva, en la cual cesan las remisiones y progresa la atrofia del SNC. Por otro
lado, alrededor de un 10% de los pacientes presenta EM tipo primaria progresiva, caracterizada por
ausencia de recaidas y la evolucion progresiva de la enfermedad desde un inicio (Dendrou y col.,

2015; Miljkovi¢ y col., 2021).

Relevancia de la investigacién de la EM

A nivel mundial se estiman 2,8 millones de personas viviendo con EM, destacando que las
mujeres presentan doble probabilidad de padecer la enfermedad que los hombres (Walton y col,
2020). A la fecha, en Chile se han estimado aproximadamente 2.600 pacientes con una incidencia
de 14 casos por cada 100.000 habitantes segun el Atlas de EM de la Federacion Internacional de
Esclerosis Multiple (Coetzee & Thompson, 2020). La EM conlleva impactos emocionales,
sociales, y econémicos, no sélo para quien padece la patologia, sino que también para su entorno

familiar. En primer lugar, los sintomas asociados a la EM, que entre los mas comunes estan
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problemas musculares, fatiga, incontinencia y problemas cognitivos, inciden en actividades
cotidianas como practicas deportivas, recreativas, religiosas, laborales y sociales, limitando el dia
a dia y las relaciones del paciente. En efecto, dos tercios de los pacientes reportan sentir que el
ambito social se ve deteriorado a causa de la sintomatologia (Halper, 2007).

Ademaés, padecer EM involucra un gran gasto econémico. En base a la informacion que
entrega el Ministerio de Salud del Gobierno de Chile (Problemas de Salud - AUGE 85 - Ministerio
de Salud), diagnosticar la EM tiene un arancel de aproximadamente 835.000 pesos, los distintos
tratamientos mensuales para EMRR suman casi 550.000 pesos, el tratamiento de cada brote cuestan
mas de 1 milldn de pesos y los tratamientos de rehabilitacién van desde los 4.500 a los 342.000
pesos. Considerando que la edad promedio a la que se diagnostica la enfermedad es alrededor de
los 30 afios (Walton y col., 2020), estos costos pueden significar una gran carga econémica de por

vida para el paciente y su familia.

Patologia de la EM

Si bien la causa precisa de la EM aun se desconoce, los estudios indican que existen varios
factores que pueden favorecer el desarrollo de la enfermedad como los agentes infecciosos virales
0 microbianos, habitos nutricionales, el tabaquismo o predisposicidn genética. Al respecto, se ha
estimado que la genética aporta un 30% al riesgo de desarrollar la enfermedad con méas de 100
regiones genéticas identificadas. Aun asi, debido a que los factores ambientales contribuyen en
mayor proporcion a la heterogeneidad, la determinacion de las causas se ha complicado (Dendrou
y col., 2015; Sospedra & Martin, 2016).

Dos modelos han sido propuestos para explicar la patologia detras de la EM. El primero es
el modelo intrinseco que propone la neurodegeneracion como evento primario que conduce a la

liberacion de antigenos a la periferia, donde son reconocidos por células autorreactivas. El segundo



es conocido como modelo extrinseco y sugiere que los linfocitos T autorreactivos escapan de la
seleccion timica y salen a la periferia. Sin embargo, puede darse el caso de que los linfocitos Tregs
sean defectuosos o los linfocitos T sean altamente resistentes a la supresion, de modo que son
capaces de sobrevivir a la tolerancia periférica (Parodi & Kerlero de Rosbo, 2021). Es aqui donde
pueden ser activados por eventos como el mimetismo molecular, es decir, por similitudes entre un
antigeno exdgeno con péptidos propios del hospedero (Rojas y col., 2018). Una vez activados, los
linfocitos autorreactivos son capaces de traspasar al torrente sanguineo y migrar hasta el SNC
donde podrian ser reactivados por la presentacion de péptidos derivados de la mielina,
promoviendo la liberacion de factores solubles que median el dafio axonal y la inflamacion. Ya que
estos linfocitos pueden desencadenar la inflamacién del SNC, también son conocidos como

linfocitos encefalitogénicos (Krishnarajah & Becher, 2022)

Papel de las células inmunes adaptativas en el desarrollo de la EM

Las principales subpoblaciones de linfocitos T CD4" involucrados en la EM son los
linfocitos Thly Th17 reactivos para péptidos provenientes de la mielina. Sin embargo, también se
han encontrado estas células en individuos sanos, por lo que es clave determinar las diferencias
entre ellos y las personas que desarrollan la enfermedad (Hellings y col., 2001). Por otro lado, se
ha descrito que los linfocitos T CD8" especificos para antigenos derivados del SNC participan en
una etapa secundaria en el dafio neuroaxonal durante los episodios de relapso y la fase croénica.
Ademas, cabe destacar se encuentran con mayor frecuencia en las lesiones neuronales que T CD4",
y la cantidad esta relacionada con el dafio axonal (Sospedra & Martin, 2016). Respecto al papel de
los linfocitos B, se ha descrito que su infiltracion varia a lo largo de la progresion de la patologia y
es posible encontrar linfocitos B expandidos clonalmente en las meninges y el LCF. De hecho, se

han observado foliculos de linfocitos B ectdpicos en las meninges de pacientes con EM secundaria



progresiva, pero no en pacientes EMRR (Magliozzi y col., 2007). A partir de lo expuesto, pareciera
que los linfocitos T CD4" reactivos para mielina son las células méas importantes para la induccion
y mantencion de la EM, mientras que los linfocitos T CD8" junto con los linfocitos B estarian mas
bien relacionados con el dafio tisular en el SNC. Por otra parte, la funcion de los linfocitos Treg en
el desarrollo de la EM también ha sido explorada. Reportes previos han indicado que existe una
disminucion en la frecuencia y en la capacidad supresora de los linfocitos Tregs periféricos en
pacientes con EM junto con la falta de expansion de Tregs de memoria (Dendrou y col., 2015).
Particularmente, se ha encontrado menor niimero y actividad de Tregs CD4* CD25", Tregs tipo 1
productoras de IL-10 y Treg que expresan FoxP3 en los pacientes. Otra alternativa, no
necesariamente excluyente, que ha sido propuesta es la presencia de linfocitos efectores
autorreactivos altamente resistentes a los mecanismos de supresion (Sospedra & Martin, 2016). De
hecho, estudios previos han descrito disminucion en la frecuencia y/o en la capacidad supresora de

linfocitos Tregs en la periferia de pacientes con EM (Dendrou y col., 2015).

Neuroinflamacion progresiva

Una vez los linfocitos autorreactivos se infiltran al SNC, son reactivados por células
presentadoras de antigenos (CPAs) residentes. La activacion inmune inicia la secrecion de
mediadores solubles que amplifican la infiltracion celular periférica debido a sus efectos atractantes
y la induccidn de expresion de moléculas de adhesion en las BHE. Adicionalmente, los linfocitos
infiltrados secretan productos neurotoxicos como ROS, especies reactivas de nitrogeno (RNS, del
inglés reactive nitrogen speecies), glutamato, citoquinas proinflamatorias, entre otras. Estas
sustancias promueven el estrés metabdlico, desbalance idnico, deficiencia energética vy
plegamientos defectuosos de proteinas en las neuronas, que culmina en la neurodegeneracion. Este

dafo puede ser extendido desde su punto de origen de forma anterégrada, retrograda y también a



las neuronas pre y postsinapticas. Eventualmente, podrian establecerse estructuras linfoides
terciarias conformadas por células plasmaéticas, linfocitos B y T y células dendriticas foliculares
(CDFs) en las meninges, que cooperan con la secrecion de factores solubles proinflamatorios y, en
consecuencia, al reclutamiento de microglias y astrocitos que previenen la remielinizacion,
independiente de la infiltracion de células inmunes periféricas (Dendrou y col., 2015; Sospedra &

Martin, 2016).

Sintomatologia

Los pacientes que sufren EM suelen presentar diversos sintomas a nivel sistémico, pero que
no necesariamente son iguales en todos los pacientes. Los principales sintomas son problemas
motores y cognitivos, incontinencia urinaria, fatiga, alteraciones visuales y frecuentes problemas
intestinales. Este Gltimo sintoma es comun en distintas enfermedades neurodegenerativas, como
por ejemplo en Parkinson y Alzheimer, por lo que ha sido un importante foco de estudio en estas
enfermedades. A partir de este interés, los investigadores han descrito que la relacion entre
sintomas gastrointestinales y patologias neuroldgicas se basa en el eje intestino-SNC (Domingues

& Hepworth, 2020; Miljkovi¢ y col., 2021; Parodi & Kerlero de Rosbo, 2021).

1.3 Eje intestino-SNC

El eje intestino-SNC es una ruta bidireccional compuesta por la barrera epitelial intestinal
(BEI), el sistema nervioso entérico (SNE) y la microbiota intestinal (M1). Estos distintos elementos
regulan la homeostasis del organismo gracias a la intima comunicacion que existe entre ellos, lo

gue serd abordado mas adelante.



Debido a la comunicacion bidireccional que lo caracteriza, existe un intenso debate sobre
si las patologias tienen inicio en el ambiente intestinal o la inflamacion del SNC es un evento
anterior (Figura 1; Parodi & Kerlero de Rosbo, 2021).

El ambiente intestinal conduce La inflamacién del SNC induce
la patogénesis de la EM
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Figura 1. ¢ Donde inicia la EM? Las evidencias que apoyan que la patogénesis se origina en el
intestino indican que la disbiosis junto con el aumento en la permeabilidad de la BEI permite a los
microrganismos y sus productos ingresar a la LP, promoviendo la inflamacion. Las respuestas
inflamatorias en el intestino pueden activar a los linfocitos T encefalitogénicos que migran al SNC,
donde desencadenan la neuroinflamacion que culmina en desmielinizacion y pérdida axonal. En
cambio, la hipétesis que indica que la inflamacion del SNC es un evento primario, sugiere que
alteraciones en la permeabilidad de la BHE permite el paso de componentes como fibrindgeno, un
activador de microglias. Asi, se da pie a la infiltracion de células inflamatorias y la transmision de
sefiales al intestino, que alteraran la integridad de la barrera intestinal, perpetuando un ciclo
inflamatorio entre el SNC vy el tracto gastrointestinal. Imagen adaptada desde Parodi & Kerlero de

Rosbo, (2021).




Barrera epitelial intestinal

La BEI es una mucosa semipermeable que recubre el tracto digestivo, permite la absorcion
de nutrientes y limita la entrada de antigenos o microorganismos dafiinos. Se compone
principalmente de una monocapa de células unidas por la ldmina basal que incluyen enterocitos,
células productoras de mucinas y secretoras de péptidos antimicrobianos, llamadas células
caliciformes y células de Paneth, respectivamente. Entre medio de estas células se hallan linfocitos,
principalmente T CD8", denominados linfocitos intraepiteliales (P. D. Smith y col., 2012). Bajo la
capa epitelial se encuentra la lamina propia (LP), formada por tejido conectivo inervado e irrigado,
donde reside una gran variedad de células inmunes como linfocitos T (en su mayoria CD4"), células
plasmaéticas, fagocitos, ILC y células dendriticas, siendo estas Ultimas capaces de penetrar la lamina
basal y por entre las células del epitelio para captar antigenos directamente desde el lumen intestinal
(P. D. Smithy col., 2012). La integridad de la barrera intestinal es un factor crucial en la mantencion
de la homeostasis intestinal e inmune, puesto que un aumento en la permeabilidad debido a agentes
patoldgicos o ambientales permite la entrada de microorganismos y/o sus productos a la LP. En
consecuencia, se promueve la inflamacion no s6lo localmente, sino que también nivel sistémico

(Parodi & Kerlero de Rosbo, 2021).

Sistema nervioso entérico

El SNE es una gran red de neuronas y células gliales entéricas que inervan el tracto
gastrointestinal y forma parte del sistema nervioso periférico. Las terminaciones nerviosas llegan
hasta las células epiteliales intestinales, conectandose al SNC via sistema nervioso simpatico y
parasimpatico. Dentro de las funciones que el SNE regula estan la motilidad gastrica, la absorcion
nutricional y la secrecién, de modo que, al cambiar fisicamente el ambiente intestinal puede alterar

la composicion de la microbiota. Por otro lado, también secreta neurotransmisores que acttian sobre
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las células inmunes, y cuyos efectos depende de varios factores, como la naturaleza y concentracion
del neurotransmisor, la afinidad de los receptores, entre otros. A cambio, las neuronas del SNE son
responsivas a citoquinas producidas por el sistema inmune intestinal y envian esta informacion al

SNC (Niesler y col., 2021; Parodi & Kerlero de Rosbo, 2021).

Microbiota intestinal

La M1 corresponde a la poblacion de microorganismos que colonizan el sistema digestivo,
incluye bacterias, hongos, arqueas, virus y protozoos (Jandhyala, 2015). La Ml ha coevolucionado
con el hospedero estableciendo una relacion mutualista, en la cual el humano provee del ambiente
ideal para su desarrollo y sustratos por medio de la dieta, mientras que la microbiota a cambio le
protege de patdgenos, participa de la absorcién y descomposicidn de nutrientes, regula el desarrollo
de microglias, la produccion hormonal, el metabolismo de antioxidantes, la funcion de células
inmunes, promueve la integridad de la BEI (Haase y col., 2020; Mirza & Mao-Draayer, 2017,
Thursby & Juge, 2017). Todos estos efectos son ejercidos por medio de la amplia diversidad de
metabolitos microbianos producidos por la Ml, entre las cuales estan vitaminas, poliaminas,
amino&cidos de cadena ramificada y AGCC.

Debido al enorme impacto que ejerce sobre el organismo, en los ultimos afios ha habido un
creciente interés por el papel que la MI podria tener el desarrollo de diversas enfermedades. La
disbiosis, es decir, alteracion en la composicion microbiana de la Ml, ha sido asociada a patologias
como la diabetes, la artritis reumatoide, el lupus sistémico eritematoso, la depresion y también a la

EM (Yang & Cong, 2021).
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Disbiosis en EM

Varias investigaciones han analizado alteraciones en la Ml y el ambiente intestinal en la
EM, tanto en pacientes como en modelos animales. EI modelo de estudio para la EM es la EAE, la
cual se puede inducir de manera activa inoculando un antigeno derivado de mielina como como el
péptido derivado de glicoproteina de mielina del oligodendrocito (pMOGass.ss, del inglés myelin
oligodendrocyte glycoprotein peptide), o de forma pasiva mediante la transferencia adoptiva de
linfocitos T reactivos a péptidos derivados de mielina, que desencadenan la fase efectora de la
enfermedad (Miller y col., 2007). Leey col., (2011) estudiaron los efectos de la microbiota en el
desarrollo de la EAE y observd que en animales libres de gérmenes (GF, del inglés Germ-free) se
retrasa la aparicion de sintomas clinicos y desarrollan la enfermedad con menor severidad en
comparacion a ratones libres de patdgenos especificos (SPF, del inglés Specific-patogen free).
Durante la misma investigacion comprobaron que este efecto estaba asociado a una menor
produccién de citoquinas proinflamatorias IFNy e IL-17A, un aumento en linfocitos Tregs y la
presencia de células dendriticas con menor capacidad de estimular respuestas proinflamatorias por
linfocitos T en los animales GF. Sumado a ello, también observaron que al administrar bacterias
filamentosas segmentadas (BFS) a los ratones GF, estos recuperaron el desarrollo de los sintomas
clinicos a niveles muy similares que los ratones SPF. Esto se debe a que las BFSs indujeron no
solo la produccion de IL-17A por linfocitos Th17 en el intestino, sino que también en el SNC. Esta
investigacion sugiere una participacion clave de la Ml en el desarrollo de inflamacion neurolégica
y puede ser un potencial foco de atencion para el desarrollo terapéutico en distintas patologias.

En un estudio mas reciente realizado por Berer y col., (2017) se evaluaron los efectos de la
microbiota de gemelos monocigoticos humanos discordantes para la EM, esto significa que uno de
los gemelos padece la patologia, mientras que el otro es un individuo sano. La transferencia de Ml

proveniente del gemelo afectado a un modelo murino transgénico de EAE espontanea, promovio
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el desarrollo de la enfermedad a niveles significativamente mayores que la transferencia de Ml
proveniente del gemelo sano. Las diferencias encontradas se asociaban con un aumento en los
géneros bacterianos Akkermansia y Sutterella, junto con una disminucion en la secrecion de 1L-10
en las muestras aisladas desde los pacientes con EM, sugiriendo disbiosis y mayor inflamacion en
ellos. Especificamente, Akkermansia ha sido asociada a rutas inflamatorias, como la expresion de
genes de presentacion de antigenos y activacion del complemento, probablemente debido a que su
actividad degradadora de mucus, lo que altera la permeabilidad intestinal (Derrien y col., 2011).
En cuanto a estudios hechos en humanos, se ha comparado la composicion de la Ml de
personas sanas con pacientes con EM. Estos Ultimos muestran disbiosis con un aumento en
Akkermansia, Methanobrevibacter y Acinetobacter, géneros bacterianos relacionados con un
aumento en la proporcion de linfocitos efectores e inflamacion; y una disminucion en bacterias
Faecalibacterium prusnitzii y Prevotella histicola y del grupo de Parabacteroides, Bacteroides y
Butyricimonas. Estas bacterias tienen en comun promover respuestas antiinflamatorias y favorecer
la diferenciacion de linfocitos a reguladores por sobre efectores, efectos atribuidos al metabolito
microbiano mas abundante a nivel intestinal, los AGCC (Chen y col., 2016; Haase y col., 2020;

Jangi y col., 2016; Miyake y col., 2015; Sepahi y col., 2021).

Acidos grasos de cadena corta

Los AGCC son cadenas carbonadas que van desde 1 a 6 moléculas de carbono, producidas
a partir de la fermentacion de la fibra dietética por la MI. En humanos, la concentracion maxima
esté en el colon proximal con alrededor de 100 mmol/kg, pero también se encuentra en cantidades
significativas en el colon distal (80 mmol/kg) y el intestino delgado (10 mmol/kg). El acetato (C2),
propionato (C3) y butirato (C4) son los AGCC mas abundantes en el intestino humano en una

proporcion de 3:1:1, respectivamente (Sepahi y col., 2021). Dentro de los mecanismos que los
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AGCC esté la produccion de mucus, la expresion de uniones estrechas en la BEI, proporcionan
energia a los colonocitos, la regulacion de la diferenciacion de los linfocitos Ty, especificamente
el C4, aumenta el fenotipo T regulador y su capacidad supresora (Haase y col., 2020). Otro efecto
importante ejercido por los AGCC es promover la integridad de la BHE, ya que, se ha reportado
que ratones GF poseen menor expresion de proteinas de uniones estrechas y mayor permeabilidad
de la BHE que aquellos con MI normal. Incluso, la transferencia de bacterias productoras de AGCC
o laadministracion oral de C4 directa disminuyen su permeabilidad (Braniste y col., 2014). De este
modo, al apoyar el papel protector de la BHE, los AGCC tendrian otro rol fundamental en el
desarrollo o prevencion de la neuroinflamacion.

Resultados previos del laboratorio muestran una disminucion significativa de AGCC en
ratones con EAE. En particular, en ratones se encontr6 que poseen menores niveles de C2 sistémico
y C3 en heces al dpi 5y 15, respectivamente (Prado y col., 2023). Consistente con lo anterior, otros
estudios sefialan que luego del tratamiento oral con AGCC o una dieta alta en fibra, se retrasa la
aparicion de los sintomas y disminuye la severidad de la enfermedad, tanto en humanos como en
ratones (Duscha y col., 2020; Haghikia y col., 2015; Mizuno y col., 2017; Prado y col., 2023).

Muchos de estos efectos desencadenados por los AGCC son iniciados por medio de dos
mecanismos. Por una parte, los AGCC pueden ingresar a las células por difusion pasiva o por
transportadores monocarboxilados, y afectar la expresion génica por medio de la inhibicion de
histonas deacetilasas (HDAC). Por otro lado, actian como ligandos endégenos para los receptores

acoplados a proteina G (GPCR del inglés G protein-coupled receptors, Dalile y col., 2019).
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1.4 Receptores para AGCC

Los GPCR conforman una superfamilia de receptores de membrana que interactian con
proteinas G triméricas para iniciar la cascada de sefializacion que culmina en varios cambios
fisiologicos celulares y sistémicos.

Hasta la fecha, se han descrito 6 GPCRs que reconocen AGCC en humanos: GPR41,
GPR42, GPR43, GPR109A. OR51E1 y OR51E2. De estos, GPR41 y el GPR43 son los méas
estudiados y han sido renombrados como receptor de &cidos grasos libres (FFAR del inglés free
fatty acid receptor) 3 y FFAR2, respectivamente. Estos receptores difieren en la afinidad por los
distintos AGCC (Martin-Gallausiaux y col., 2021), siendo C3=C4=C5>C2>C6 para el GPR41l y
C3=C2>C4>C5>C6 para el GPR43. Asi, el GPR43 tiene preferencia por las cadenas més cortas,
mientras que el GPR41 es mas afin por cadenas largas (Dalile y col., 2019; Ulven, 2012a). Por
esto, y debido a que en el intestino predominan los AGCC de cadenas mas cortas, centraremos el
analisis en el rol del GPR43 en el desarrollo patolégico de la EM y su relacion con el componente
digestivo del eje intestino-SNC.

El GPR43 esté involucrado en la regulacion del apetito y metabolismo, la adipogénesis y la
supresion de tumores (Ulven, 2012b). Asimismo, se ha descrito que ejerce efectos
inmunomodulatorios en la homeostasis intestinal e inflamacion, puesto media la expansion de
linfocitos T reguladores y su pérdida en ratones disminuye la inflamacion en modelos de colitis
(Maslowski y col., 2009; P. M. Smith y col., 2013). EI GPR43 se expresa en un gran rango de
células inmunes, pero recientemente se ha determinado que las células con mayor expresion del

receptor son celulas linfoides innatas (ILC del inglés innate lymphoid cells; Sepahi y col., 2021).
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1.5 Células linfoides innatas

Las ILC son células inmunes ubicadas principalmente en mucosas. Se desarrollan en la
médula 6sea desde in progenitor linfoide comin y tienden a migrar a tejidos mucosos, pero también
pueblan el bazo, nodos linfaticos, el cerebro, meninges y pancreas (Miljkovi¢ y col., 2021). Estas
células estan al inicio de la cascada inmunoldgica y actGan como orquestadoras de la respuesta
inmune, puesto que son efectores inmediatos ante una amplia gama de factores endégenos como
neuropéptidos, hormonas, citoquinas, entre otros, y se comunican directa e indirectamente con
células inmunes innatas y adapativas (Artis & Spits, 2015; P. D. Smith y col., 2012; Vivier y col.,
2018). Las ILC se identifican por la expresion de CD45, CD90.2 (también conocida como Thy1.2)
y por la falta de una serie de marcadores superficiales caracteristicos de los mayores linajes
celulares hematopoyéticos, por lo cual se identifican como linaje-negativas (Lin"). De acuerdo con
Artis & Spits, (2015) las ILC han sido clasificadas en 4 subgrupos: las células NK, las ILC1, ILC2

e ILC3 (Figura 2).

ILCs Citotoxicas ILCs No-citotoxicas
Células NK T-bet* ILC1s GATA3* ILC2s RORyt* ILC3s
cD127- CcD127¢ Células LTiCCR6* T-bet CCR6" T-bet*
, = =) @) o
[ NK ILC1 J ILC1 { ILC2 CcD4* | \ CD4 3
& ; & &/ &/ &/ Nor- ()
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Desarrollo de tejido linfoide
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Inmunidad contra bacterias extracelulares
Inflamacion crénica

Inmunidad contra virus Inmunidad contra bacterias Inmunidad contra helmintos
y cancer intracelulares y protozoos Asma y enfermedades alérgicas
Inflamacion crénica Inflamacién crénica Homeostasis metabdlica

Figura 2: La familia de las ILC. Las distintas subpoblaciones han sido definidos a partir de la

expresion de marcadores de superficie, factores de transcripcion y patrones de expresion que

caracterizan a cada uno. Se distingue una rama citotoxica que incluye a las células NK, y la rama

no citotoxica que engloba a las ILC1, ILC2 e ILC3. AHR: receptor de hidrocarburos de arilo; Areg:

anfiregulina; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos; IFNy:

interferon y; LTi: inductor de tejido linfoide; NCR: receptor natural de citotoxicidad; TNF: factor
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de necrosis tumoral; TSLP: linfopoyetina estromal timica. Imagen adaptada desde Artis & Spits,
(2015).
Células NK

Las células NK participan de la proteccion contra virus y tumores mediante actividad
citotoxica. Poseen caracteristicas en comdn con las ILC1, para ambas el factor de transcripcion
principal es T-bet, producen IFNy y son activadas por I1L-12, IL-15 e IL-18. Sin embargo, las NK

se distinguen por expresar NK1.1 superficial y secretar perforinas (Vivier y col., 2018).

ILC1

Las ILC1 abundan en la piel y son activadas por IL-12, IL-15 e IL-18, interleuquinas
secretadas como respuesta a la presencia de microbios intracelulares, virus y tumores en el
organismo. Su activacion induce la expresion de IFNy y TNFa para promover la produccion de
ROS vy la actividad citotdxica inmune. Se ha sugerido que tienen un rol en el intestino, donde
residen en el compartimento intraepitelial intestinal (CIE). Aqui interactian con los linfocitos
intraepiteliales para el control viral y también se ha observado que participan en la inflamacion
cronica de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Artis & Spits, 2015; P. D. Smith y

col., 2012).

ILC2

Las ILC2 se caracterizan por la abundancia del factor de transcripcion GATAS3.
Predominan en la mucosa del sistema respiratorio. Cuando los tejidos son invadidos por
organismos multicelulares, se secretan IL-25, IL-33 y linfopoyetina estromal timica para promover
la diferenciacion y activacion de las ILC2, que responden con la produccion IL-4, IL-5 e 1L-13.

Los efectos de estas citoquinas son vasodilatacion y produccion de mucus, para frenar el ingreso
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del paréasito. Cabe destacar que poseen plasticidad, es decir, bajo ciertas condiciones pueden
reprogramarse para adoptar otro fenotipo celular. Cuando son expuestas a IL-1p se promueve la
expresion del receptor de IL-12. A su vez, esto favorece la induccion del factor de transcripcion T-
bet, asi les dota la capacidad de transdiferenciarse a ILC1s y secretar sus citoquinas caracteristicas
(Artis & Spits, 2015; P. D. Smith y col., 2012).
ILC3

Las ILC3 son células cuyo factor de transcripcion maestro es RORyt y abundan en el
intestino. Responden ante IL-1p e IL-23, que son secretadas en presencia de microbios
extracelulares como bacterias y hongos e inducen la produccion de IL-17, IL-22, GM-CSF, TNFa
e IL-2 por las ILC3. Estas citoquinas dirigen el reclutamiento de fagocitos, el reforzamiento de la
barrera intestinal y la secrecion de péptidos antimicrobianos por las células epiteliales intestinales.
Este grupo es heterogéneo, ya que pueden distinguirse dos subdivisiones segun la presencia del
receptor de quimioquinas CCR6. Las CCR6™ también son T-bet" y consiste en dos subpoblaciones
por la presencia del receptor de citotoxicidad natural (NCR del inglés natural cytotoxicity
receptor). Las ILC3 CCR6" también son conocidos como células inductoras de tejido linfoide (LTi
del inglés lymphoid tissue inducer) y participan de la generacion de nodos linfaticos y placas de
Peyer durante el desarrollo fetal. Luego del nacimiento, las LTis se acumulan en la LP intestinal
en estructuras llamadas criptoplacas. La colonizacion de bacterias activa la produccion de la
quimioquina CCL20, cuyo efecto es la activacion de las LTis en las criptoplacas, causando el
reclutamiento de linfocitos B formando foliculos linfoides aislados en la mucosa. Estas
formaciones son una fuente importante de linfocitos B productores de IgA. Otra caracteristica
particular es su capacidad de transdiferenciacion bidireccional con las ILC1. Se ha observado que

bajo la expresion de IL-23, IL-1p y células dendriticas CD14", la ILC1 pueden adoptar el fenotipo
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de ILC3. Por el contrario, la presencia de IL-12 y células dendriticas CD14", dirige la transicion
de ILC3 a ILC1 (Artis & Spits, 2015; P. D. Smith y col., 2012).

Particularmente, las ILC3 se han identificado como un componente central del eje intestino-
SNC en el desarrollo de la EM, ya que regulan la proporcion de Thl7 y Tregs, reconocen una
amplia variedad de mediadores solubles provenientes del SNE y la MI, lo que las hace muy
sensibles a perturbaciones en el ambiente (Domingues & Hepworth, 2020; Miljkovi¢ y col., 2021,
Sepahi y col., 2021).

Debido a que expresan al GPR43, las ILC3 intestinales reconocen cambios en las
concentraciones de AGCC. La estimulacién del receptor induce la produccion, principalmente, de
IL-22, IL-17, IFNy o la proliferacion celular en estas células. La IL-22 promueve la produccidn de
péptidos antimicrobianos, de mucinas, la hiperplasia de células caliciformes, la expresién de
proteinas de uniones estrechas e induce la fucosilacion. Todos estos mecanismos tienen como
objetivo reforzar la BEI para evitar la translocacion bacteriana y desplazar la colonizacion de
patdgenos por bacterias mutualistas (Domingues & Hepworth, 2020). La expresion de IL-17
favorece la sintesis de proteinas de las uniones estrechas, péptidos antimicrobianos y la atraccion
de células mieloides, mientras que IFNy promueve al fenotipo Th1, activa macréfagos y potencia
la expresion del complejo MHC-I11. Sin embargo, se ha observado que la sobreexpresion de ambas
interleucinas esta relacionada con inflamacion crénica (Geremiay col., 2011; Klose y col., 2013).
En cuanto a los efectos de los AGCC sobre la proliferacion celular, un reporte reciente ha descrito
que la administracion oral de C3 y C2 a ratones GF, promueve la expansion selectiva de las ILC3
colonicas (Chuny col., 2019).

Ademas de producir mediadores solubles, las ILC3 pueden comunicarse directamente con
linfocitos por medio de la presentacion antigénica. Las ILC3 tienen un rol supresor, puesto que

expresan moléculas MHC-I1, pero no inducen la proliferacion celular debido a la falta de moléculas
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co-estimuladoras superficiales CD80 y CD86, cuya expresién es inhibida por la produccion de IL-
23. Si las condiciones homeostaticas se ven alteradas, se liberan mediadores proinflamatorios como
IL-1P e IFNYy, que favorecen la expresién de CD80 y CD86 en las ILC3. Esto cambia su funcion y
adoptan un perfil inductor de respuestas de linfocitos T (Lehmann y col., 2020; Domingues &
Hepworth, 2020).

Los resultados previos del laboratorio mostraron que ratones que desarrollan EAE presentan
significativamente mayor frecuencia de ILC en CIE y LP colonicos y el SNC, en relacion con el
grupo control, pero en cuanto a nimero absoluto, este aumento sélo es significativo para las células
aisladas de la LP colonica 'y el SNC. Adicionalmente, se observé una mayor produccién de IFNy e
IL-17 en ILC presentes en el SNC de ratones con EAE lo cual sugiere que las ILC estarian
contribuyendo a promover la inflamacion en el SNC en ratones enfermos. La funcionalidad de las
ILC no solo esté afectada a nivel del SNC, sino que también se observan cambios en la LP. La
produccion de 1L-22 es significativamente mayor en la LP de ratones sanos, resultado consistente
con una disminucion de GPR43 en las ILC extraidas desde la LP col6nica de ratones enfermos y
una menor disponibilidad de C3 en el colon (Prado y col., 2023) puesto que la secrecién de IL-22

es inducida por la estimulacion del GPR43 (Domingues & Hepworth, 2020).

Varios estudios han observado una reduccion de AGCC en pacientes con EM. Esto también
se ha encontrado en ratones con EAE, particularmente durante los dias de maxima severidad de la
enfermedad. Ademas, se ha descubierto que las ILC intestinales expresan niveles elevados de
GPRA43, por sobre otros tipos celulares inmunes. Por lo tanto, la disminucion de AGCC en pacientes
y ratones sugiere que las funciones y sefiales de las ILC mediadas por el GPR43 estan alteradas.
De esta manera, el objetivo de este trabajo es dilucidar el rol del GPR43 expresado en ILC en el

desarrollo de la EAE.
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Il.  HIPOTESIS
Las celulas linfoides innatas de la lamina propia coldnica en encefalomielitis autoinmune
experimental inducen un aumento en la produccién de citoquinas proinflamatorias por linfocitos T

CD4", mecanismo regulado por medio de la sefializacion del receptor de acidos grasos de cadena

corta GPR43.

I1.  OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de activacion por las células linfoides innatas durante la encefalomielitis

autoinmune experimental y su regulacion por medio de la sefializacion del GPR43.

3.2. Objetivos especificos
a) Analizar la expresion de MHC-1I, moléculas co-estimuladoras y citoquinas en células
linfoides innatas extraidas desde la lamina propia coldnica de ratones con encefalomielitis
autoinmune experimental.
b) Evaluar el efecto de la estimulacion del receptor de acidos grasos de cadena corta GPR43

expresado en células linfoides innatas en su capacidad de activar linfocitos T CD4" totales.
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IV. MATERIALESY METODOS
4.1. Animales

Se utilizaron ratones WT, OT-Il y ratones deficientes para enzima activadora de
recombinacion 1 (Ragl™) de 6 a 8 semanas de edad, que fueron adquiridos desde Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME). Todos las cepas tenian background genético C57BL/6. Los ratones
se mantuvieron en el bioterio de la Fundacion Ciencia & Vida, a temperaturas entre los 20 y 26°C,
agua y alimento ad libitum y bajo ciclos de luz-oscuridad de 12 hrs.

Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo las regulaciones bioéticas de la

Fundacion Ciencia & Vida (Nufioa, Santiago de Chile).

4.2 Induccién de EAE

Se utilizd el modelo de estudio méas aceptado para la EM, la EAE, la cual se indujo de forma
activa. Paraello se inmunizaron ratones C57BL/6 via s.c. con 50 ug de péptido MOGg3s.55 (PMOG3s-
55, Genetal Laboratories, Madison, WI) emulsionado en coadyuvante completo de Freund’s
(CFA;Invitrogen) suplementado con Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco Laboratories,
Detroit, MI) inactivada por calor. Adicionalmente, se inyectaron via i.p. 500 ng de toxina Pertussis
(PTX;Milipore Corp) los dias 0 y 2. Se asigné un puntaje clinico diario de acuerdo con el siguiente
criterio: 0, no se observan sintomas; 1, cola flacida; 2, debilidad en patas traseras; 3, paralisis
completa de patas traseras; 4, paralisis en patas delanteras; 5, pardlisis total o muerte (Figura 3B).
Como control se utilizo un grupo de ratones sin inmunizar. Los sintomas suelen aparecer alrededor

del dia 10, alcanzando un méaximo de severidad cercano al 15 dpi (Figura 3A-C).
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Figura 3: Induccion de EAE en ratones. A) EI modelo crénico de EAE se induce en ratones por
inmunizacion subcutanea de pMOG emulsificado en CFA, sumado a dos dosis de PTX. B)
Asignacion del puntaje clinico a los sintomas observables C) Curva de progreso de la enfermedad
obtenida en el laboratorio para ratones C57BL/6 sanos (HC del inglés healthy controls) e
inmunizados (EAE). La flecha azul indica la segunda dosis de toxina Pertussis.
4.3 Extraccion de ILC desde la LP

Se extrajo el colon, se retir6 los residuos de grasa y heces, y fue lavado con HBSS con
HEPES 10mM. Se cortd longitudinalmente y luego transversalmente en trozos de
aproximadamente 1 cm. Las muestras se incubaron en buffer de predigestion (HBSS (Gibco) con
Acido 4-(2-hidroxietil) piperazin-1-iletanosulfénico (HEPES, Sigma-Aldrich) 10 mM, é&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA, AppliChem) 5mM, ditiotreitol (DTT, Thermo Fisher Scientific)
1mM vy suero fetal bovino (FBS, Cytiva) al 5%) en rotacion continua por 20 minutos a 37°C, y
finalmente se agitaron en un mezclador tipo vortex durante 20 segundos y elimind el sobrenadante.

El procedimiento se repitié una vez mas. Luego, las muestras se incubaron en HBSS con HEPES

10mM en rotacidn continua por 20 minutos a 37°C. Se agitaron en un mezclador tipo vértex durante
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20 segundos Yy los tejidos se transfirieron a Tubos C MACS™ para ser digeridos en buffer de
digestion (HBSS con Ca*?/Mg*? con HEPES a 10mM, y FBS al 5%) en presencia de 0,5 mg/mL
de Colagenasa D (Gibco), 0,5 ug/mL de DNasa I grado Il (Roche), 3 mg/mL liberasa (Roche) en
rotacion continua por 30 minutos a 37°C. Después, el tejido fue homogenizado en el equipo
GentleMACS™ usando el programa de disociacion de intestinos y se lavaron con buffer PB (PBS
con 0,5% albumina de suero bovina (BSA, Rockland)) en un cell strainer de 70 uM. Se purificaron
células mononucleares por medio de centrifugacion de gradiente de Percoll 44%/67% (Cytiva).
Luego, las células obtenidas fueron tefiidas con anticuerpos inmunoespecificos para analizar la

expresion de distintas citoquinas y moléculas de superficie, que se indican a continuacion.

4.4 Anticuerpos y andlisis de citometria de flujo

Para las tinciones superficiales, las suspensiones celulares se incubaron durante 20 min en
oscuridad a 4°C en presencia de los anticuerpos (Tabla 1) y el marcador de viabilidad. A
continuacidn, las suspensiones se centrifugaron a 310 g por 5 min y se elimind el sobrenadante. Se
resuspendio en PBS 1X para su posterior andlisis en el citometro, o fueron fijadas en 100 uL de
PBS 1X con Formaldehido al 1% para medir la expresion intracelular de citoquinas que se detalla
a continuacion.

Para medir la expresion intracelular de citoquinas, las células se reestimularon con 1 ug/mL
de ionomicina (lono, Sigma-Aldrich) y 50 ng/mL de forbol-miristato-acetato (PMA, Tocris) en
presencia de 5ug/mL de brefeldina A (BFA, Biolegend) durante 3 hrs. antes de la tincion. Luego,
las células se centrifugaron a 310 g por 5 min y se resuspendieron en 100 uL de
Fixation/Permeabilization concentrate (Invitrogen) 1X durante toda la noche. Luego, se
centrifugaron a 310 g por 5 min y se resuspendieron en 200 uL de Permeabilization Buffer

(Invitrogen) 1X. Las muestras se centrifugaron a 310 g por 5 min, el sobrenadante se descartd y se
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agregaron 100 uL de de Permeabilization Buffer 1X. Se tifid con anticuerpos para citoquinas
intracelulares (Tabla 1) por 30 min y nuevamente se agreg6 200 uL de de Permeabilization Buffer
1X. Las muestras fueron centrifugadas a 310 g por 5 min y se eliminé el sobrenadante. Se repitio
el mismo paso una vez més y finalmente se resuspendi6 en 100 uL de PBS 1X para analizar por el
citometro de flujo.

Para discriminar las células vivas de las muertas se usé el marcador de viabilidad Zombie
AquaTM (Zaq) a 1/200 durante 20 min y luego se detuvo agregando PBS con BSA al 0,5% a las
muestras. Todos los anticuerpos fueron adquiridos de Biolegend.

Los datos fueron obtenidos en el equipo FACSCanto Il (BD Biosciences) y analizados en
los programas FACSDiva (BD Biosciences) y FlowJo (Tree Star).

Tabla 1. Anticuerpos utilizados

Anticuerpo Marca | Fluoréforo Clon Dilucién
CD80 Biolegend FITC 16-10A1 1/300
TNFa Biolegend FITC MPG6-XT22 1/300

Lineage cocktail | Biolegend PE - 1/1000
MHC-1I Biolegend | PERCP MS/114.15.2 1/300
CD45 Biolegend | PE/Cy7 30-F11 1/300
IFNy Biolegend | PE/Cy7 | clon XMGL1.2 1/300
IL-17A- Biolegend | APC/Cy7 | TC11-18H10.1 | 1/300
CD90.2 Biolegend | APC/Cy7 30-H12 1/300
BVv421 Biolegend CD86 GL-1 1/300
IL-2 Biolegend | BV421 JE56-544 1/300
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4.5 Estimulacion de ILC Ragl” in vitro

Se obtienen alrededor de 500.000 células mononucleares desde la LP del colon de ratones
Ragl” , se incubaron en medio RPMI (Gibco) suplementado (1% L-glutamina (Gibco), 1%
Priuvato (Gibco), B-Mercaptoethanol 0.05 mM (Sigma-Aldrich), 1% Aminoacidos no esenciales
(Gibco), 1% penicilina-estreptomicina (Gibco) y 10% FBS) en presencia de 20 ng/mL de IL-1B y
lug/mL de péptido OV A323-339 (POT-I1) por 30 minutos a 37°C. Posteriormente las células fueron
lavadas y se incubaron por una hora més en presencia de 1,5uM 4-CMTB (agonista alostérico del
GPR43, Tocris), 60uM C3 (Wako) o en ausencia de tratamiento. Cuando se indique los ILC

tuvieron una incubacion previa e 30 minutos con GLPG-0974 (Tocris).

4.6 Ensayo de presentacion antigénica in vitro

Se extrajo el bazo de ratones OT-11 y se trituré en 2 mL de tampon de lisis de glébulos rojos amonio-
cloruro-potasio (ACK; cloruro de amonio 0,15 M, bicarbonato de potasio 0,01 My EDTA disédico 0,1 mM,
pH 7) 1X. La suspension se completd a 10 mL de ACK 1Xy se centrifugd a 522 g por 5 min. Se resuspendi6
en 10 mL de PBS 1X y se determin6 el nimero de células por medio de conteo en cdmara de Neubauer.
Considerando que un 20% del bazo corresponde a linfocitos T CD4*, desde la suspension se extrajo la
cantidad necesaria para agregar 1,5x10° linfocitos T CD4* por cada de 5x10* células mononucleares aisladas
de la LP de ratones Ragl™. Las muestras se centrifugaron a 522 g por 5 min y se resuspendieron en 1 mL
Buffer MACs (0.5% BSA, 2mM de EDTA, PBS 1X).

Las células se incubaron con CD4" T Cell Biotin-Antibody Cocktail (Miltenyi biotec) a una
concentracion de 10 uL/10" células por 10 minutos en rotacién continua a 4°C. Luego, las células fueron
incubadas con CD4* T Cell MicroBead Cocktail (Miltenyi biotec) a una concentracion de 20 uL/107 células
por 15 minutos en rotacién continua a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 310 g por 5 minutos y se
resuspendieron en 1 mL de Buffer MACs para transferirla a la columna LS (Miltenyi biotec). La columna

fue lavada con 3 mL de Buffer MACs 3 veces. La suspension fue recolectada y se realizé un conteo celular
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para determinar el total de linfocitos T CD4" purificados. Se centrifugé a 522 g por 5 minutos y se
resuspendié en RPMI suplementado a una concentracion de 1,5x10° células/uL. Se agreg6 10 uL/mL de
penicilina-estreptomicina (Gibco) y 2 uL/mL de gentamicina (Gibco).

Luego, se agregaron 100 uL de la suspension celular a cada pocillo de la placa 96 con células
mononucleares aisladas de la LP de ratones Rag1™ y se incubaron durante 72 hrs a 37 °C. Una vez concluido
el tiempo, las muestras se fijaron, permeabilizaron y tifieron como se detall6 anteriormente, para analizar la

expresion intracelular de citoquinas IL-17 ¢ INFy por los linfocitos T CD4".

4.7 Andlisis estadistico
Se utiliz6 GraphPad Prism 9 (Dotmatics) para calcular los valores P con Sudent’s-t test no
pareado y one-way ANOVA con un 95% de intervalo de confianza. Todos los valores se expresan

en la media £ SEM. Los valores P inferiores a 0,05 se consideraron significativos.
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V. RESULTADOS
5.1 Aumento en la expresion de CD86 y disminucion de la produccion de IL-2 en ILC de la

lamina propia colonica de ratones con EAE durante el maximo de severidad.

Previamente se ha demostrado que en condiciones homeostaticas, las ILC intestinales
expresan MHC-I1I en ausencia de moléculas co-estimuladoras, adquiriendo un rol supresor de
linfocitos efectores. Sin embargo, en contextos de infeccion o inmunizacion, las ILC
(particularmente ILC3) aumentan la expresion de moléculas co-estimuladoras y, por consecuencia,
promueven las respuestas de linfocitos T (Domingues & Hepworth, 2020; Lehmann y col., 2020;
VVon Burg y col., 2014). Para evaluar diferencias de expresion de moléculas co-estimuladoras en
ILC en el contexto de la enfermedad, se indujo EAE a ratones C57BL/6 y durante el maximo de
severidad (Figura 4A) se aislaron células mononucleares desde la LP para medir la expresion de
MHC-II y moléculas co-estimuladoras en ILC (Figura 4B, C y D). En consistencia con los
resultados previamente obtenidos en el laboratorio (Prado et al, resultados no publicados) se
observa una tendencia de mayor frecuencia de ILC totales en la LP col6nica de ratones con EAE
respecto de los controles sanos (Figura 4B y D). Respecto a la expresion de MHC-II, no se
detectaron diferencias significativas en la frecuencia de ILC MHC-1I" entre ratones inmunizados y
controles sanos (Figura 4B). En relacién con la expresion de moléculas co-estimulatorias, los datos
mostraron un incremento significativo en la expresion de CD86 tanto a nivel de frecuencia (Figura
4B y D) y como de MFI (Figura 4C) de ratones con EAE. Debido a que se ha descrito que las ILC
que co-expresan MHC-II y moléculas co-estimuladoras promueven la activacion de linfocitos T
(Von Burg y col., 2014), también se analiz6 la frecuencia relativa de ILC MHC-11"CD86" (Figura
4By D). Los resultados indican que existe un aumento significativo en la frecuencia de ILC MHC-
I1"CD86" en ratones con EAE, respecto al grupo control. Finalmente, no se detectd la expresién de

CDB80 en ILC de ratones sanos ni enfermos (datos no mostrados).
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Figura 4: Aumento en la expresion de CD86* en ILC de la LP coldnica de ratones con EAE
durante el maximo de sintomatologia. Se indujo EAE a ratones C57BL/6 (EAE, en rojo) por
medio de inmunizacion s.c. con pMOGssss emulsionado en CFA y dos dosis i.p. de toxina
pertussis. Un grupo no fue inmunizado a modo de grupo control sano (CS, en negro). Se evaluo la
severidad de la enfermedad asignando un puntaje clinico en base a la severidad de los sintomas
observados. (A) Puntaje clinico promedio durante el desarrollo de la enfermedad para ratones con
EAE y el grupo control sano. Los datos representan la media = SEM de 3 ratones por grupo. En el
maximo de severidad se aislaron células de la LP col6nica de ambos grupos experimentales. (B)
Frecuencia relativa y expresion de MHC-11 y CD86 en ILC. (C) Histograma representativo de la
expresion de CD86 en ILC. Las barras representan la intensidad de fluorescencia media (MFI)
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asociados a la tincién de CD86. (D) Dot plots representativos de la frecuencia de ILC (CD45*Zaq
Lin"CD90.2") y la expresién de MHC-11 y CD86. Cada punto equivale a los datos obtenidos desde
un raton. Se indica la media £ SEM. (C y D) *, p<0,05; **, p <0,01 por student’s t-test.

Debido a que las ILC también regulan la respuesta inmune por medio de la secrecion de
citoquinas, se evaluo la expresion de IL-2 y TNFa (Figura 5). En contraste con otros estudios donde
se han encontrado mayores niveles de TNFa en pacientes MS (Maguire y col., 2021) y un aumento
de ILC que expresan TNFa en otras enfermedades inflamatorias intestinales (Marafini y col.,
2015), los resultados aqui obtenidos no demuestran diferencias significativas en la frecuencia de
ILC productoras TNFa en la LP colonica entre ambos grupos de estudio (Figura 5A y B). Por otra
parte, los resultados si revelan menor frecuencia de ILC productoras de IL-2 en animales

inmunizados respecto de los controles (Figura 5A-B).

A (Gate CD45%ZaqLin"CD90.2") B
cs EAE .
A Ty 407
105-; 10°% =]
3 3 [e)] [ ]
] ] &)
104E ‘043 (é 304 —|—
! 19,1 ! N2
03 0 2 g 204 j.‘
i i SN
2] 2] Q [
10 ] 10 _ 8 104 I
NEE 03 P —l—
_Il S gy N ny | R i ]
= 0 ot 0 (U T T
CS EAE
A o . o 407 -
g s =3
i 8 ° T
Swy o [T
: o : = .
|03—§ 262 103—2 Z 8 204
: N
S 1o
073 1022 =
|! 0 3 o4 8 10
oy T T T L 8
E 1} 103 104 105 1] 8 0 T T
CD90.2 CS EAE

Figura 5: Disminucion en la frecuencia de ILC productoras de IL-2 en ratones con EAE
durante el maximo de severidad. Se extrajeron células desde la LP de ratones EAE (EAE, en
rojo) y ratones controles sanos (CS, en negro) durante el maximo de severidad. Las células fueron
re-estimuladas con PMA/lono en presencia de BFA por 3 hrs previo a la tincion intracelular. (A)
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Dot plots representativos de la frecuencia relativa de ILC (CD45Zaq Lin"CD90.2%). Se muestra la
expresion de IL-2 y TNFa. (B) Frecuencia de IL-2 y TNFa en ILC. Cada punto equivale a los datos
obtenidos desde un animal. Se indica la media £ SEM. *, p<0,05 por student’s t-test.

5.2 La estimulacién in vitro del GPR43 en ILC disminuye su capacidad de activar linfocitos

Thl

Se realizé un ensayo de presentacion antigénica para evaluar el efecto de la estimulacion
del GPR43 expresado en ILC en la activacion de linfocitos T CD4". Para ello, se extrajeron células
mononucleares de la LP coldnica de ratones RAG1”", ya que estos ratones tienen mayor cantidad
de ILC intestinales (Bando & Colonna, 2016) y también para descartar cualquier influencia de la
respuesta inmune adaptativa sobre estas células. Luego, las células de la LP colénica fueron
estimuladas en ausencia o0 en presencia de los agonistas para el GPR43 4-CMTB, o el agonista
natural C3, o del antagonista GLPG-0974 junto con 4-CMTB. Una vez incubadas, las células se
co-cultivaron con linfocitos T CD4" totales purificados desde el bazo de un ratén OT-II en
presencia de pOT-Il e IL-1B durante 3 dias para analizar la expresion de I1L-17 e IFNy por los

linfocitos T CD4* (Figura 6).

Los resultados indican que las ILC son capaces de activar linfocitos T CD4* especificos
para pOT-II in vitro. Se observa que la estimulacion de las ILC con C3 y 4-CMTB disminuyen la
produccion de IFNy e IL-17 por los linfocitos T CD4", en comparacién con los que fueron co-
cultivados con ILC sin tratamiento. Sin embargo, esta disminucion no es estadisticamente
significativa. Por otro lado, la estimulacion de las ILC con GLPG-0974 previa a la adicion de 4-
CMTB recupera la produccién de IFNy por los linfocitos T CD4", revirtiendo el efecto del agonista
sobre las ILC y su consiguiente interaccion (Figura 6A-B). Esto sugiere que la estimulacién de

GPR43 en ILC reduce su capacidad para activar linfocitos T CD4" productores de IFNy.
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Al analizar la produccion de IL-17 por los linfocitos T CD4", no existen diferencias
significativas, no obstante, existe una tendencia similar a la obtenida en los resultados para la

produccion de IFNy.
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Figura 6. La estimulacion del GPR43 en ILC disminuye su capacidad de activar linfocitos T
CD4* in vitro. Se extrajeron células de la LP col6nica de Ragl” y se incubaron durante 1 hr. con
pOT-Il lug/mL e IL-1p 20 ng/mL, en ausencia (ST, en azul) o presencia de propionato 60 uM
(C3, en verde), de 4-CMTB 1.5 uM (4C, en celeste) o de GLPG-0974 40 uM con 4-CMTB
(GLPG+4C, en negro). Luego, se co-cultivaron con linfocitos T CD4" purificados desde el bazo
de ratones OT-11 por 72 hrs a 37°C. Después, las células fueron re-estimuladas con PMA/Iono en
presencia de BFA por 3 hrs previo a la tincion intracelular. (A) Dot plots representativos del
porcentaje de linfocitos T CD4*. Se muestra la expresion de IFNy e IL-17A. (B) Frecuencia relativa
de linfocitos T CD4" obtenidos en (A). Cada punto corresponde a un ratoén. Se indica la media +
SEM. *, p<0.05 por One-way ANOVA.
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VI. DISCUSION Y PROYECCIONES

Los resultados del primer objetivo de este estudio demuestran que, en comparacion con ratones
sanos, existen ciertas diferencias de expresion de sefiales necesarias para activar linfocitos T en
ILC de la LP colonica en ratones EAE durante el maximo de severidad de la enfermedad. En primer
lugar, se detect6 un aumento en la frecuencia y el MFI de CD86 (Figura 5B, C y D), sugiriendo
que en este grupo de ratones no sélo la poblacion de ILC CD86" estd mas representada, sino que
la expresion superficial por célula también aumenta en relacion con los ratones control. Por otra
parte, también hay un aumento en la frecuencia de la poblacion de ILC MHC-11"CD86" en los
ratones con EAE (Figura 5B-D). Como ya se ha demostrado, en condiciones homeostaticas las ILC
que residen en la LP intestinal tienen un rol inmunoregulador mediado por MHC-I11 (Robinette &
Colonna, 2016). Pero, en contextos inflamatorios se promueve la expresion de moléculas co-
estimuladoras estas células, cambiando su fenotipo regulador por uno mas bien inductor de
respuestas adaptativas (Lehmann y col., 2020). Por lo tanto, los datos sugieren que el aumento de
CD86 en ILC en la LP coldnica de ratones con EAE, promueve las respuestas por los linfocitos T
autorreactivos. En segundo lugar, los datos analizados muestran que en la LP de ratones enfermos,
existe una disminucion en la produccion de IL-2 por las ILC (Figura 5). Algunos autores han
propuesto que las ILC3 son la principal fuente celular de IL-2 en el intestino y su secrecién favorece
la sobrevida y expansion de linfocitos Treg. Ademas, se ha observado menor produccion de IL-2
por ILC3 intestinales en otras patologias autoinmunes, como la enfermedad de Crohn y la diabetes
tipo 1, asociado con reduccion en la proporcion de Treg (Saksida y col., 2023; Zhou y col., 2019).
De acuerdo con estos hallazgos, y considerando que la poblacion mas abundante de ILC en el
intestino son las ILC3, los resultados obtenidos estan relacionados con una disminucion en la
activacion y proliferacién de linfocitos Treg por las ILC en los ratones con EAE, favoreciendo la

actividad y proporcion del fenotipo efector. Sin embargo, es importante considerar que los estudios
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sobre la funcién de la IL-2 producida por ILC son escasos y IL-2 es una citoquina pleiotropica,
capaz de entregar sefiales de proliferacion a linfocitos T efectores. Si existen otras explicaciones
posibles para la reduccion de IL-2 por ILC de la LP coldnica en EAE, debe ser analizado més a

fondo en estudios posteriores.

En conjunto, estos resultados sugieren dos mecanismos por los cuales las ILC pueden promover
las respuestas adaptativas durante el desarrollo de esta enfermedad autoinmune: por un lado,
promueven directamente la activacion de linfocitos T efectores, debido al aumento de moléculas
co-estimuladoras; y por otro, aminora la funcion de los linfocitos Treg como producto de la

disminucidn de la secrecién de IL-2.

El segundo objetivo de la investigacion fue comparar el efecto de la estimulacién o bloqueo del
GPR43 en ILC sobre la activacion de linfocitos T. Los datos muestran que la produccion de IFNy
por los linfocitos T CD4" totales disminuye cuando son co-cultivados con ILC tratadas con
agonistas para el GPR43, y el blogueo selectivo del receptor recupera la producciéon de IFNy
(Figura 6). Es decir, la estimulacién del GPR43 aminora la capacidad de activacion de linfocitos
Thl en las ILC. Aunque se observo un patron similar al de la produccién de IFNy para IL-17, las
diferencias entre condiciones no fueron estadisticamente significativas. La discrepancia podria
explicarse por la gran dispersion de los datos de los linfocitos co-cultivados con ILC sin tratamiento
previo respecto del resto de condiciones. Esto sugiere que la precision en la estimacion de la media
para esta condicion es baja y, por tanto, es necesario repetir el experimento para disminuir este

valor y obtener resultados mas representativos.

Los resultados del segundo objetivo indican que la capacidad activadora de linfocitos en las
ILC de la LP coldnica de ratones con EAE durante el maximo de sintomatologia es mayor respecto
de ratones sanos, debido a que no solo los niveles de AGCC locales en estos ratones son bajos
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(Prado y col., 2023), sino que también lo es la expresion de GPR34 en las ILC durante este periodo
(Prado y col., resultados no publicados). Por lo tanto, la estimulacion del receptor es baja en las

ILC, potenciando la respuesta inflamatoria de linfocitos T autorreactivos.

Considerando los resultados previos del laboratorio y los aqui presentados, se infiere que la
disminucion en la estimulacion del GPR43 expresado en ILC de la LP coldnica en ratones con EAE
durante el maximo de severidad, provoca un aumento en la expresion de moléculas co-
estimuladoras en ILC. Este incremento resulta en la pérdida de su calidad de reguladoras de la
respuesta inmune, adquiriendo una funcién que contribuye a la activacién de linfocitos T CD4" y
su consiguiente produccién de citoquinas proinflamatorias como IFNy, favoreciendo el desarrollo
de la enfermedad. No obstante, otro mecanismo no excluyente por el cual se incrementa la
expresion de moléculas co-estimuladoras en ILC es la presencia de IFNy (Lehmann y col., 2020),
cuyos valores son elevados en pacientes y ratones con EAE (Duscha y col., 2020). Se recomienda
que estudios posteriores evalten los mecanismos que subyacen en la relacion entre la sefializacion

del GPR43 en ILC y la mejor capacidad de activacion de linfocitos en las mismas.

Para complementar esta investigacion, se propone analizar la relacion entre la estimulacion del
GPR43 expresado en ILC y la proliferacion de linfocitos T CD4", por lo que, se sugiere repetir el
ensayo de presentacion antigénica con linfocitos T CD4" totales purificados marcados con CTV.
También seria interesante estudiar la produccion de IL-10 en este experimento para evaluar efectos

antiinflamatorios asociados a la sefializacion del GPR43 en ILC.

En conclusion, los hallazgos de este estudio sugieren que la reduccion de la estimulacion del
GPRA43 expresado en ILC de la LP de ratones con EAE, favorece su capacidad de activar linfocitos
T efectores pro-inflamatorios y disminuye su capacidad de activar de linfocitos Treg durante el

méaximo de severidad de la enfermedad, contribuyendo al desarrollo de la EAE.
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VIl.  CONCLUSION

La presente investigacion ha permitido dilucidar dos vias por las cuales las ILC de la LP
coldnica promueven la respuesta inmune adaptativa durante el desarrollo de la EAE. Por un lado,
ILC presentan un aumento en la expresion de moléculas co-estimuladoras, lo cual favorece su
capacidad de activacion de linfocitos T efectores. Por otra parte, disminuye la IL-2 producida por
las ILC, lo que limita la funcion supresora de linfocitos Treg y favorece la respuesta inflamatoria.
Adicionalmente, se comprobo que estos efectos estan directamente ligados a la disminucion en la
estimulacion del GPR43, que es caracteristico de la patologia. Estos hallazgos destacan la
importancia de investigar la funcion del GPR43 expresado ILC intestinales en el desarrollo de la
EAE para acercarnos al entendimiento de la patogénesis de la EM y sugerir nuevas estrategias

terapéuticas tanto de esta enfermedad como en otras enfermedades autoinmunes.
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