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RESUMEN EN ESPANOL

Introduccion: Los linfocitos T CD4" naive pueden diferenciarse en distintos fenotipos tales
como los linfocitos T reguladores (Tregs) que expresan IL-35, los cuales promueven la
supresion de la inflamacion y la resorcién Osea patologica. En este contexto, IL-35 se ha
propuesto como estrategia para el control de procesos inflamatorios y osteoliticos. En un modelo
animal de periodontitis experimental, IL-35 induce un incremento en la funcion de los Tregs, lo
que promueve el control de la inflamacion y la resorcion dsea alveolar. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio es explicar, al menos en parte, como IL-35 ejerce su accion sobre los Tregs y
afecta la activacion de los linfocitos T naive mediante la activacion de la via de sefializacion
gp130 y/o IL-12rp2.

Metodologia: De ratones C57BL/6 wild-type, se purificaron linfocitos T CD4- naive esplénicos
totales y se diferenciaron in vitro a linfocitos Tregs. Luego, se estimulé con 20 o 50 ng/ml de
IL-35, en presencia o ausencia de los anticuerpos neutralizantes anti-gp130 y/o anti-I1L-12rp2.
Después de 72 hrs, se cuantificd los niveles de expresion de IL-10, TGF-B1, p35 y Ebi3
mediante RT-qPCR y los niveles de secrecion de IL-10 mediante ELISA. Seguido, se co-
cultivaron los linfocitos T naive y los Tregs, previamente estimulados con 20 ng/mL de IL-35
e incubados con los anticuerpos neutralizantes anti-gp130 y/o anti-1L-12rf32, para evaluar la
activacion mediante la deteccion de los marcadores CD62L, CD69 y CD44 por citometria de

flujo.

Resultados: Los linfocitos T naive CD4"CD45"CD62L*CD44 purificados se diferenciaron a
linfocitos Tregs CD4"Foxp3"CD25". En los Tregs estimulados con 20 o 50 ng/ml de IL-35 se
observd un aumento en la expresion de 1L-10 y Ebi3 en comparacion a las condiciones con los
anticuerpos neutralizantes de gp130 y/o IL-12rp2. Finalmente, IL-35 incremento la capacidad
supresora de los linfocitos Tregs inhibiendo la activacion de los linfocitos T naive mediante la
activacion de los receptores gp130 y/o IL-12rB2, evidenciado por un menor incremento en la
expresion de CD69 y CD44.

Conclusiones: En el presente estudio se establecié que IL-35 incrementa la funcion supresora
de los linfocitos Tregs mediante la activacion de la via de sefializacion gp130 y/o IL-12rf32, lo
que promueve la sobreexpresion de IL-10 y Ebi3 y la supresion de la activacion de los linfocitos
T naive. El incremento de la funcion supresora y la sobreexpresion de Ebi3 inducida por IL-35

permite inferir la diferenciacién de los linfocitos Tregs hacia un perfil iTr35.
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ABSTRACT (ENGLISH)

Introduction: Naive CD4+ T lymphocytes can differentiate into different phenotypes, such as
regulatory T lymphocytes (Tregs), which promote suppression of inflammation and
pathological bone resorption. IL-35 has been proposed as a strategy for controlling
inflammatory and osteolytic processes in this context. In an animal model of experimental
periodontitis, IL-35 increases the function of Tregs, which promotes the control of inflammation
and alveolar bone resorption. Therefore, this study aims to explain, at least in part, how IL-35
exerts its action on Tregs and affects naive T cell activation through activation of the gp130 or

IL-12rp2 signaling pathway.

Methodology: Total splenic naive splenic CD4+ T cells were purified from C57BL/6 wild-type
mice and differentiated in vitro to Tregs. They were then stimulated with 20 or 50 ng/ml IL-35
and neutralizing anti-gp130 or anti-1L-12rf2 antibodies. After 72 hr, 1L-10, TGF-B1, p35, and
Ebi3 expression levels were quantified by RT-qPCR and IL-10 secretion levels by ELISA. Next,
naive T cells and Tregs were co-cultured pre-stimulated with 20 ng/mL 1L-35 and neutralizing
anti-gp130 or anti-1L-12rB2 antibodies for activation assay with CD62L, CD69, and CD44

markers by flow cytometry.

Results: Purified CD4+CD45+CD62L+CD44- naive T cells were differentiated to
CDA4+Foxp3+CD25+ Tregs. Tregs stimulated with 20 or 50 ng/ml IL-35 were observed to over-
express IL-10 and Ebi3 compared to conditions with neutralizing gp130 or IL-12rf2. Finally,
IL-35 increases the suppressive capacity of Tregs by inhibiting naive T cell activation through

activation of gp130 or IL-12rf32 receptors, as evidenced by decreased CD69 and CD44.

Conclusions: The present study established that IL-35 increases the suppressor function of
Tregs through activation of the gp130 or IL-12rf2 signaling pathway, which promotes over-
expression of IL-10 and Ebi3 and suppression of CD62L-CD69+CD44+ naive T lymphocyte
activation. The IL-35-induced increase in suppressor function and over-expression of Ebi3
allows inferring the differentiation of Tregs towards an iTr35 profile.
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INTRODUCCION

Respuesta linfocitaria en contexto periodontal

La periodontitis es una enfermedad que afecta a los tejidos que rodean y sostienen al diente, se
caracteriza por la pérdida de insercion del diente y del hueso (Cardenas-Valenzuela, 2021;
Papapanou et al., 2018). Actualmente, se definié que el modelo polimicrobiano y sinérgico
integra aspectos de diversas propuestas de etiologia de la periodontitis, que permiten
comprender la naturaleza compleja de la patologia e incluir el rol de la microbiota oral sinérgica,
los patogenos claves y la desregulacion del sistema inmune, asi como los factores ambientales
(Sedghi et al., 2021).

El componente celular del sistema inmune colabora en la homeostasis, manteniendo una salud
gingival con ausencia de inflamacion. Desde este punto de vista, la patogénesis de la
periodontitis se explica por un desbalance entre linfocitos T Helper 17 (Th17) y T reguladores
(Tregs), que ademas ha sido descrito como la causa de diferentes enfermedades inmune
inflamatorias y osteodestructivas (Chapple et al., 2018; Parra-Ortega et al., 2019).

Durante la presentacion antigénica, los linfocitos T son activados y adquieren una funcion
efectora, polarizando la respuesta inmune debido a sefiales co-estimuladoras; estas sefiales
pueden situarse en el 6rgano linfoide secundario o en el tejido blanco de la respuesta (Chapple
et al., 2018; Parra-Ortega et al., 2019). Dependiendo de diversas sefiales co-estimuladoras, los
linfocitos T CD4" pueden diferenciarse, entre otros perfiles inflamatorios, a linfocitos Thl y
Th17, con su subsecuente produccion de citoquinas como interferon gamma (IFN-y) e
interleuquina 17 (IL-17), respectivamente, o bien, a perfiles reguladores como Tregs y/o Th2
(Huang et al., 2021; Parra-Ortega et al., 2019).

Los linfocitos T CD4" efectores poseen el fenotipo CD45RA", CD62L" y CCR7" cuando se
encuentran en el tejido linfoide secundario, y posteriormente pierden las moléculas CD62L y
CCR7 y adquieren un fenotipo CD4*CD25"CD62L"CD69"CD44", lo que les permite migrar al
sitio afectado, en este contexto a los tejidos de soporte periodontal, para realizar la funcién

efectora (Egwuagu et al., 2015; Parra-Ortega et al., 2019).

Los linfocitos Tregs corresponden al 4% de los linfocitos T CD4" localizados en la sangre

periférica de los adultos, presentan un fenotipo CD4"CD25" y son estimuladas por el factor de
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crecimiento transformante beta 1 (TGF-f1) via factor de transcripcion Forkhead Box P3 (Foxp3)
para generar citoquinas antiinflamatorias o supresoras como IL-10 y TGF-B1 (Hao et al., 2018;
Zhu and Shan, 2020; Alvarez et al., 2020). Ademaés, poseen funcién inmunosupresora al
contribuir al mantenimiento de la tolerancia periférica, previenen la autoinmunidad, limitan la
inflamacién crénica, mantienen la homeostasis por supresion de la funcion de otras células y
participan modulando la inmunidad innata y adaptativa (Alvarez et al., 2020). Se han
confirmado 2 tipos de linfocitos Tregs, aquellos que se producen naturalmente o desde el timo
(nTreg o tTreg) y los inducidos (iTreg) que se diferencian desde linfocitos convencionales
(Tconv), naive o periféricos (pTreg). De estos Gltimos se han descrito tres subtipos segun el tipo
de citoquina que los induce: iTr-TGF-B, iTr-1L-10 e iTr-IL-35 (también Ilamados iTr35)
(Alvarez et al., 2018; Cafferata et al., 2020; Hao et al., 2018; Wang et al., 2020; Yang et al.,
2023).

Los mecanismos supresores de los Tregs incluyen liberacion de citoquinas supresoras, como IL-
10y TGF-pB1, la regulacion de mecanismos celulares como la expresion de CTLA-4, la supresion
de la activacion y expansion de células T naive y la inhibicion de la activacion de celulas T
efectoras, células T CD4" de memoria, células CD8*, NK, NKT, células presentadoras de
antigenos y células B (Alvarez et al., 2018; Wang et al., 2020). Son los propios Tregs que
secretan cantidades infimas de IL-35 soluble o mediante vesiculas extracelulares, los que
inducen la conversion de células transeuntes como Tconv Yy linfocitos B, hacia perfiles
reguladores del tipo Tregs y B regulador (Breg), respectivamente. Esto incrementa ain mas la
secrecion de IL-35 por estas células, dando lugar a la generacion iTr35, cuyo fenotipo se
caracteriza por ser Foxp3*Ebi3* (Mitani et al., 2015; Cafferata et al., 2020; Sullivan et al., 2020).

Interleuquina 35 (IL-35)

La IL-35 fue descubierta en el 2007 y pertenece a un grupo de citoquinas de la familia de I1L-12
con caracteristicas inmunosupresoras y/o antiinflamatorias (Koseoglu et al., 2015; Floss et al.,
2017; Maboudi et al., 2019; Luo et al., 2019). IL-35 es un heterodimero formado por dos
subunidades denominadas IL-12a (también llamada p35) y Ebi3f (Luo et al., 2019; Kamiya et
al., 2020; Liu et al., 2021; Schmidlin et al., 2021; Cafferata et al., 2020; Sullivan et al., 2020;
Zhu and Shan; 2020). Cumple la funcién de regular la actividad celular de linfocitos Tregs a
través de la activacion de Foxp3, lo que determina la diferenciacion de los linfocitos Tregs

Foxp3* estimulando su diferenciacion y actividad inmuno-supresora (Jin et al., 2017; Luo et al.,
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2019; Zhu and Shan; 2020; Cafferata et al., 2020). IL-35 es la Unica citoquina de la familia de
las IL-12 con funcion estrictamente inhibitoria que actda en la supresion de los linfocitos Tconv
y su diferenciacion a iTr35 como célula supresora (Hildenbrand et al., 2023). Esta citoquina es
secretada por linfocitos Tregs, células CD8", células dendriticas activadas, monaocitos y células
Breg y posee un rol modulador en varias enfermedades autoinmunes, enfermedades

inflamatorias, tumores y en enfermedades infecciosas por bacterias y virus (Zhang et al., 2019).

La IL-35 estd compuesta por las subunidades Ebi3 y p35 que estan compuestas de metioninas y
cisteinas. En particular, la subunidad Ebi3 posee 3 metioninas y 4 cisteinas, mientras que p35
posee 10 metioninas y 7 cisteinas (Egwuagu et al., 2015). Las subunidades al ser producidas
pueden ser almacenadas en el reticulo endoplasmatico para facilitar su secrecion (Egwuagu et
al., 2015). Estudios recientes establecen que la subunidad p35 es altamente secretada en
presencia de Ebi3, y ademas ésta solo se sobreexpresa en presencia de p35 (Hildenbrand et al.,
2023). Ademas, solo el 4% de toda la produccion de Ebi3 secretado puede co-precipitarse y

unirse a p35, mientras que el 24% de p35 co-precipita y se une a Ebi3 (Hildenbrand et al., 2023).

IL-35 al unirse a su receptor gp130/1L-12rp2, activa la cascada de sefializacion JAK-STAT, lo
que induce la inhibicién de la proliferacion de las células T y por lo tanto, impide su funcién
efectora (Liu et al., 2021; Osuna-Gémez et al., 2023; Schmidlin et al., 2021; Zhu & Shan, 2020).
Otras de las funciones es detener la mitosis, lo que permite la inhibicién de la proliferacion
linfocitaria y favorece la secrecion de IL-35 y la subsecuente diferenciacion a iTr35 (Cafferata
et al., 2020; Schmidlin et al., 2021; Yang et al., 2023), lo que favorece la inhibicion de la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y e IL-17 (Zhu and Shan; 2020). Por lo
tanto, al inhibir la proliferacion y secrecion de linfocitos T efectores como Thl y Thl7,
incrementa la secrecion de 1L-10 y TGF-B1 que promueven la generacion de linfocitos Ty B
reguladores e induce la diferenciacion de los linfocitos T naive a iTr35, lo que permite cumplir
un rol inmunomodulador (Osuna-Gémez et al., 2023; Yang et al., 2023; Zhu & Shan, 2020).
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Receptores de IL-35

Los receptores de IL-35 en los linfocitos T son: gpl30/IL-12rp2, I1L-12r2/IL-12rp2,
gp130/gp130, WSX-1/gp130 e IL-12rB1/WSX-1 (Sawant et al., 2015; Floss et al., 2017; Luo et
al, 2019; Zhang et al., 2019), que promueven patrones de activacion de las proteinas STAT. El
receptor heterodimérico IL-12rf2/gp130 activa la via de sefializacion STAT1y STAT4 e induce
la supresion de linfocitos T y la diferenciacion de Tregs a iTr35 (Floss et al., 2017; Sawant et
al., 2015; Zhu & Shan, 2020). Mientras que el receptor homodimérico gp130/gp130 activa la
via STATL y el receptor homodimérico IL-12rp2/IL-12rp2 activa la via STAT4, ambos
receptores suprimen la proliferacion de linfocitos T efectores pero no pueden inducir la
diferenciacion de Tregs a iTr35 (Floss et al., 2017; Sawant et al., 2015; Zhu & Shan, 2020).

En particular, la subunidad del receptor gpl30 se expresa en células como monaocitos,
macrofagos, células dendriticas, NK y células T y B y la subunidad IL-12r2 se expresa
predominantemente en células T y NK activas, ademas en células dendriticas y células B. Una
caracteristica importante de IL-12rp2 es que es poco detectable en la mayoria de las células T,
pero ante la presencia de IL-2, IFNy, IL-12, IL-27 es rapidamente inducible (Song and Ma,
2016; Jafarzadeh et al., 2021). La subunidad del receptor IL-12rp2 es compartido por citoquinas
de la familia de IL-12 y pueden activar a las células Tconv y, ademas, puede ser activado por
IL-12 e IL-27; en ambos casos, se ha demostrado que dicha activacion incrementa la sensibilidad
ante la produccion de IL-35 (Collison et al., 2012). Estudios recientes han demostrado que I1L-6
(10 ng/ml) pueden estimular al gen PIM-1 y activar STAT3 en células Ba/F3 por la via IL-
12rB1, gp130 y WSX-1, asi como IL-12 (4 ng/ml) tiene el mismo efecto via IL-12rf1 y IL-12rp32
(Floss et al.,2017). Estos datos podrian demostrar que existen varias citoquinas que permiten la

activacion de gp130 y IL-12rp2.

Diversos estudios describen que la subunidad p35 presenta afinidad por el receptor IL-12rp2,
mientras que la subunidad Ebi3 presenta afinidad por gp130 (Mahfooz et al., 2023), y ademas
que el receptor IL-12rf2 es compartido por 1L-12, lo que puede ocasionar que las citoquinas
compitan por los mismos sitios de union. Se ha comprobado que la unién de IL-35 al receptor
IL-12rB2 promueve la disminucion en la union con IL-12, permitiendo la produccion persistente
de IL-35 en un ambiente regulador (Mahfooz et al., 2023). Por el contrario, el receptor gp130

es un componente comun en los receptores de diversas citoquinas, entre ellas IL-6 e IL-11, factor
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inhibidor leucocitario (LIF), oncostatina M, factor neurotropico ciliar (CNTF) y cardiotrombina
1 (Collison et al., 2012).

Planteamiento del problema

Los linfocitos T son células del sistema inmune que se activan al reconocer antigenos, lo que
permite su funcion efectora y la polarizacion de la respuesta inmune en perfiles pro-

inflamatorios o reguladores (Sawant et al., 2015; Parra-Ortega et al., 2019; Huang et al.,2021).

IL-35 es una citoquina que pertenece a la familia de IL-12 pero que tiene caracteristicas
inmunosupresoras, esta formada por las subunidades IL-12a(p35) y Ebi3p, y se caracteriza por
la generacion de un subtipo de linfocito Tregs conocido como iTr35 Foxp3*Ebi3* (Floss et al.,
2017; Maboudi et al., 2019; Luo et al., 2019; Alvarez et al., 2018; Hao et al., 2018; Cafferata et
al., 2020; Sullivan et al., 2020; Wang et al., 2020; Kamiya et al., 2020; Liu et al., 2021;
Schmidlin et al., 2021; Hildenbrand, Bohnacker et al. 2023). Los receptores homodiméricos
gpl130 e IL-12rf2 que reconocen a IL-35 inducen la supresion de la proliferacion de linfocitos
T efectores, mas no pueden inducir la diferenciacion de linfocitos Tregs a iTr35, mientras que
el heterodimero gp130/IL-12rf32 cumple ambas funciones (Sawant et al., 2015). La produccion
de IL-35 por los linfocitos Tregs podria promover la restitucion del equilibrio del ambiente
regulador, que ha sido perturbado por el perfil osteodestructivo de los linfocitos Th17 en un

proceso inflamatorio como el de la periodontitis (Huang et al.,2021).

Los receptores de 1L-35 son complejos de estudiar tanto a nivel in vivo como in vitro, debido a
gue ambas conformaciones (heterodimero y homodimeros) se expresan en la célula de manera
indistinta y aislar la funcién de uno de ellos resulta complejo. Al estudiar in vitro la
neutralizacion de las subunidades de los receptores de 1L-35 se pretende comprender con detalle
su mecanismo asociado a la activacion de los Tregs. En el contexto de la periodontitis los
linfocitos T naive tiene un alto potencial de diferenciacion hacia un perfil pro-inflamatorio y
osteodestructivo. Asi, IL-35 al promover la diferenciacion y activacion de los Tregs, reduce la
activacion de estos perfiles, lo que promueve un ambiente regulador-modulador para disminuir

la inflamacion y osteodestruccion.
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HIPOTESIS

La capacidad de los linfocitos Tregs de inhibir la activacion de los linfocitos T naive es

estimulada por IL-35 a través de las subunidades gp130 y IL-12rp2 de su receptor.

16



OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar si IL-35, a través de las subunidades gp130 y IL-12rp2 de su receptor, estimula la

capacidad de los linfocitos T reguladores de inhibir a los linfocitos T naive.
Objetivo especifico

- Determinar los niveles de expresion de 1L-35, IL-10 y TGF-B1 y los niveles de secrecion
de IL-10 en los linfocitos Tregs estimulados con IL-35, con o sin neutralizacion de las
subunidades gp130 y IL-12rp2 de su receptor.

- Determinar la capacidad supresora de los linfocitos Tregs estimulados con IL-35 en un
co-cultivo con los linfocitos T naive con o sin neutralizacion de las subunidades gp130
y IL-12rf2 del receptor de IL-35.
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MATERIALES Y METODOS

Purificacién de linfocitos T CD4* naive

A partir del bazo de ratones C57BL/6 silvestres de 6 a 8 semanas de edad, se purificaron
linfocitos T CD4" naive, los bazos se disgregaron mecanicamente con un filtro celular de 40um
y se realizd conteo celular en cAmara de Neubauer. EI volumen de células no debe superar los 1
x 10°y se llevaron a un volumen de 1 ml para utilizar un kit de deplecién celular inmuno-
magnética (EasySep Mouse Naive CD4" T cell, Stemcell) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posterior al uso del kit, las células obtenidas se cuantificaron en cdmara de Neubauer
y su fenotipo celular se ratific6 mediante citometria de flujo (ver el item caracterizacion

fenotipica).
Diferenciacion de linfocitos T CD4* naive

Los linfocitos T CD4" naive obtenidos se diferenciaron a linfocitos Tregs siguiendo un protocolo
estandarizado (Rojas, 2023; Yang et al., 2020). En el cual, los linfocitos T CD4" naive se
sembraron en placa de 24 pocillos previamente tratada con 200 pl/pocillo de solucién de coating
que contiene los anticuerpos anti-CD3 (10 pg/ml) y anti-CD28 (1 ug/ml). Las células se
sembraron en medio RPMI suplementado y se incorporaron las citoquinas IL-2 (1 pg/ml), TGF-
B1 (1 pg/ml) y 4cido retinoico (1 pg/ml), y luego se incubaron por 6 dias a 37°C. Cada 2 dias se
comprobaba la proliferacion celular y se incorporaba IL-2 (1 pg/ml) al medio. Finalmente, al
paso de los 6 dias la diferenciacion celular se ratifico por citometria de flujo (ver el item

caracterizacion fenotipica).

Caracterizacion fenotipica

Los fenotipos linfocitarios se caracterizaron por citometria de flujo (BD LSR Fortessa X-20) en
2 ocasiones durante la investigacion: 1) La purificacion de los linfocitos T CD4" naive
esplénicos se identificaron con los marcadores de superficie CD4, CD45, CD62L y CD44
(Anexo 1y 2). La diferenciacion de los linfocitos Tregs se ratifico con los marcadores de
superficie CD4 y CD25 e intracelular Foxp3 (Anexo 1). Para cada una de las citometrias se
realizan los conteos celulares y se colocan 500.000 células por pozo en placa de 96 pocillos, las
células se tifien con 50 pl de tincion de viabilidad (Zombie NIR™ Fixable Viability en APCCy7)

incubandolas por 30 minutos, luego las células se lavan con 200 pl de PBS 1x y FACS para ser
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teflidas con los marcadores extracelulares de la primera caracterizacion (anti-CD4 FITC, anti-
CD8 BUV395, anti-CD45 BV421, anti-CD44 PECy7 y anti-CD62L APC) o con los marcadores
celulares de la segunda caracterizacion (anti-CD4 FITC y anti-CD25 APC), incubando por 30
minutos a 4°C. Se continta con lavados de 200 pl de FACS y se centrifugan a 500 rpm por 3
minutos, se agregan 100 pl de Fix/Perm Buffer por 45 minutos a 4°C, se lavan con 200 ul de
Perm Buffer se centrifuga a 500 rpm por 3 minutos y se aplican 100 pl de solucion de bloqueo
y se incuba por 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se agregan 2 ul de tincién
intracelular (anti-Foxp3 PE) y se incuba toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, las células se
lavan con 100 ul de Perm Buffer y se centrifugan a 500 rpm por 3 minutos, luego las células se

resuspenden en 350 pl de Buffer Facs/EDTA y se procede a realizar la lectura en el citometro.

Neutralizacion de los receptores gp130 / IL-12rp2

En los cultivos de los linfocitos Tregs se neutralizaron las subunidades del receptor de 1L-35
utilizando anticuerpos monoclonales de neutralizacion. En particular, se neutralizaron las
proteinas gpl30 e IL-12rf2 de manera independiente o combinada. Para ello, las células se
incubaron con los anticuerpos anti-gp130 (250 ng/ml) y/o anti-1L-12rf32 (10 ng/ml) durante 2
hrs a 37°C (DePaolo et al., 2011; Weinstock et al., 2021). Considerando los grupos de estudio
Treg + IL-35, Treg + IL-35 + anti-gp130, Treg + IL-35 + anti-1L-12rp2 y Treg + IL-35 + anti-
gp130/ anti-1L-12rp2.

Estimulacion con IL-35

Luego de neutralizar selectivamente las subunidades del receptor de IL-35 en los grupos de
estudio Treg + IL-35 + anti-gp130, Treg + IL-35 + anti-IL-12rf32 y Treg + IL-35 + anti-gp130/
anti-1L-12rp2. Todos cultivos de linfocitos Tregs (excepto el control Tregs) se estimularon con
20 ng/ml o 50 ng/ml de IL-35 durante 72 hrs (Zhang et al., 2018). Luego, se analizé la
produccién de las citoquinas mediante RT-qPCR y ELISA respectivamente. Como controles
positivos, los linfocitos Tregs sin estimulo de IL-35 se estimularon con 4 ng/ml de IL-12 (Anexo

2) y como controles negativos se utilizaron linfocitos Tregs sin estimular (Floss et al., 2017).
Expresion de citoquinas

Las células se extraen de las placas de cultivo a eppendorf y se centrifugan a 1.500 rpm por 5

minutos para formar un pellet, luego se extrae el sobrenadante y se colocan 100 pl de trizol
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sobre el pellet, se incuban por 3 minutos y se afiaden 200 pl de cloroformo, los eppendorf deben
ser agitados manualmente, se incuban por 3 minutos y se centrifugan a 12.000 g a 4°C por 15
minutos. Luego se transfiere la fase acuosa con RNA a un nuevo tubo eppendorf y se colocan
500 pl de isopropanol, se mezclan bien y se incuban por 10 minutos a temperatura ambiente,
luego se centrifugan a 12.000 g a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, se elimina el
sobrenadante y se afiade 1 ml de etanol frio con pirocarbonato de dietilo (DEPC) y se centrifuga
a 7.500 g a 4°C por 5 minutos, al terminar se elimina el sobrenadante y se agregan 30 pl de agua
miliQ. Continuando, se toma 1 pul de RNA en miliQ y se realiza conteo de RNA en Quantifluor
RNA Dye, con el RNA citoplasmatico total se utiliza el kit de transcripcion reversa (iScript™
reverse transcription Supermix, BIO-RAD) para obtener la cadena de cDNA. Finalmente, se
realiza el PCR con el kit Sso Advanced Universal SyBR Green Supermix (BIO-RAD) para
cuantificar los niveles de expresion de los mRNA de IL-10, TGF-B1, subunidad Ebi3 y

subunidad p35 utilizando los partidores especificos (Anexo 5).

Produccion de citoquinas

En el momento de extraccion las células de las placas de cultivo, se separa el sobrenadante para
medir el nivel de secrecion de la citoquina IL-10 mediante un test de ELISA (Mouse IL-10

Quantikine ELISA Kit, R&D system) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Ensayo de supresion T naive

Los Tregs diferenciados, estimulados y neutralizados se co-cultivaron con linfocitos T naive
(1:10) durante 72 horas. Luego de las 72 horas, la activacion de los linfocitos T naive se analiz6
utilizando los marcadores extracelulares anti-CD62L APC, anti-CD44 PECy7 y anti-CD69

BV421 mediante citometria de flujo (ver item caracterizacion fenotipica) (Anexo 1y 2).

Analisis estadistico

Los datos de citometria de flujo se analizaron mediante software FlowJo. Se determiné el
porcentaje de la poblacion celular de interes y la expresion de los marcadores de superficie
extracelulares e intracelulares. Los datos de RT-gPCR y ELISA se analizaron mediante software
R version 4.1.3 (2022). Para los datos de RT-gPCR se realiz6 estadistica robusta de los datos,
impugnacion de datos extremos influyentes con técnica ROUT (robust regression and outlier

removal) con un Q=1%. Para el analisis estadistico se realizé normalizacion de los datos con
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logz, la normalidad se midio con la prueba de Shapiro-Wilk para cada condicion experimental,
curtosis y grafico QQ. Luego, se midié la homocedasticidad con la prueba de Bartlett y la prueba
de Levene. Finalmente, se realiz6 ANOVA de Welch de una via y post-hoc Games-Howell para
comparaciones maltiples. Para los datos de ELISA la normalidad se midié con la prueba de
Shapiro-Wilk para cada condicion experimental resultando normales. Luego, se midid
homocedasticidad determinando varianzas iguales, por lo cual se realiz6 ANOVA y prueba post-

hoc Tukey. La significancia estadistica se establece con p<0,05.
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RESULTADOS

Purificacion de linfocitos T naive y diferenciacion de linfocitos Tregs

A partir del bazo de ratones C57BL/6 silvestres se obtuvo una poblacion enriquecida de
linfocitos T que expresan niveles elevados de los marcadores CD45" (81,8%) y CD4" (97,4%)
(Figura 1A). A partir de ellos, se obtuvieron linfocitos T naive CD4*CD45"CD62L"CD44 con
un 68,8% de pureza (Figura 1B). En presencia de acido retinoico, IL-2 y TGF-B1, un 40,8% de
los linfocitos T naive se diferenciaron a linfocitos Tregs CD4*CD45"Foxp3*CD25" (Figura
1C). En el Anexo 7 se observa la estrategia de seleccion de las células para obtener la Figura 1.
En los criterios de seleccion primero se clasifico a las células por parametros fisicos de tamafio
y regularidad interna, luego se selecciond en base a la presencia de unidades celulares unicas y

finalmente, se obtuvieron las células CD25*Foxp3*.
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Figura 1. Purificacion de los linfocitos T naive y su diferenciacion a linfocitos Tregs. A: Purificacion inicial de linfocitos T CD45"CD4".
B: Mediante purificacién inmunomagnética, a partir de los linfocitos T CD45*CD4"* se obtuvieron linfocitos T naive CD4*CD45*CD62L*CD44
. C: De estos linfocitos T naive se diferenci6 una poblacion de Tregs CD4*CD45 Foxp3*CD25".
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Niveles de expresion de los mRNAs de las citoquinas IL-10, IL-35 y TGF-$1 en los
linfocitos Tregs estimulados con IL-35, con o sin neutralizacion de las subunidades gp130
y IL-12rp2 del receptor de IL-35

La Figura 2 muestra los niveles de expresion de IL-10, TGF-B1 y las subunidades de IL-35
(Ebi3 y p35) en los linfocitos Tregs estimulados con 20 ng/ml de IL-35. Los datos se representan
como niveles relativos a la condicion no estimulada con valor 0. En los graficos de caja y clavija
se muestra la mediana como medida de tendencia central, el recorrido intercuartilico y el
recorrido interpercentilico entre 10% y 90%. Los analisis se realizaron con seis replicados
bioldgicos (n) y en el Anexo 6 se observa el n por condicidn posterior a la impugnacion de los
datos. IL-35 induce en los linfocitos Tregs la sobreexpresion de las citoquinas IL-10 y TGF-1
y las subunidades Ebi3 y p35 (p<0,001) (Figura 2). Los linfocitos Tregs al ser neutralizados
con el neutralizante anti-gp130 muestran una disminucion en los niveles de expresion de I1L-10
en comparacion con las células sin neutralizacion (p=0,013), lo que no se observa con el
neutralizante anti-1L-12rpf2. Ademas, ésta disminucion se incrementa cuando las células son
neutralizadas de manera combinada en comparacion con las células sin neutralizacion (p=0,009)
(Figura 2A). Los niveles de expresion de Ebi3 disminuyen en las condiciones con los
neutralizantes anti-gp130 (p=0,012) o anti-1L-12rB2 (p=0,06) y con la combinacién de ambos
(p=0,004), en comparacion a las células sin neutralizacién (Figura 2C). Por el contrario, no se
observan diferencias significativas en los niveles de expresion de TGF-B1 y p35 en las

condiciones experimentales (Figuras 2B y 2D).
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Figura 2: Niveles de expresion de I1L-10, TGF-B1 y las subunidades de 1L-35 (Ebi3 y p35) en los linfocitos Tregs estimulados con
IL-35. Niveles de expresion de IL-10, TGF-B1, Ebi3 y p35 en los linfocitos Tregs estimulados con 20 ng/ml de IL-35 sin neutralizante,
con neutralizante anti-gp130, con neutralizante anti-I1L-12rf32 y con la combinacion de ambos. Los analisis se realizaron con un n de seis
(ver Anexo 6). Los datos se representan como niveles relativos a la condicién no estimulada con valor 0 y se muestra la mediana en grafico
de cajay clavija de las condiciones experimentales. A. Niveles de expresion de IL-10. B. Niveles de expresion de TGF-B1. C. Niveles de

expresion de Ebi3. D. Niveles de expresién de p35.
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La Figura 3 muestra los niveles de expresion de IL-10, TGF-B1 y las subunidades de IL-35
(Ebi3 y p35) en los linfocitos Tregs estimulados con 50 ng/ml de 1L-35. Los datos se representan
como niveles relativos a la condicién no estimulada con valor 0, en los gréficos de caja y clavija
se muestra la mediana como medida de tendencia central, el recorrido intercuartilico y el
recorrido interpercentilico entre 10% y 90%. Los andlisis se realizaron con seis replicados
bioldgicos (n) y en el Anexo 6 se observa el n por condicion posterior a la impugnacion de los
datos. 1L-35 induce en los linfocitos Tregs la sobreexpresion de las citoquinas IL-10 y TGF-f1
y las subunidades Ebi3 y p35 (p<0,001) (Figura 3). Los linfocitos Tregs al ser neutralizados
con anti-gp130 muestran una disminucion en los niveles de expresion de 1L-10 en comparacion
con las células sin neutralizacién (p=0,013), lo que no se observa con el neutralizante anti-IL-
12rB2. Ademas, ésta disminucion se incrementa cuando las células son neutralizadas de manera
combinada en comparacion con las células sin neutralizacién (p=0,002) (Figura 3A). Los
niveles de expresion de Ebi3 disminuyen en las condiciones con los neutralizantes anti-gp130
(p=0,017) o anti-1L-12rp2 (p=0,022) y con la combinacion de ambos (p=0,007), en comparacion
a las celulas sin neutralizacion (Figura 3C). Por el contrario, no se observan diferencias
significativas en los niveles de expresioén de TGF-B1 y p35 en las condiciones experimentales
(Figuras 3B y 3D).
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Figura 3: Niveles de expresion de I1L-10, TGF-B y las subunidades de IL-35 (Ebi3 y p35) en los linfocitos Tregs estimulados con IL-35.
Niveles de expresion de IL-10, TGF-B, Ebi3 y p35 en los linfocitos Tregs estimulados con 50 ng/ml de 1L-35, sin neutralizante, con neutralizante
anti-gp130, con neutralizante anti-IL-12rB2 y con la combinacion de ambos. Los andlisis se realizaron con un n de seis (ver Anexo 6). Los datos
se representan como niveles relativos a la condicién no estimulada con valor 0 y se muestra la mediana en gréafico de caja y clavija de las
condiciones experimentales. A. Niveles de expresion de IL-10. B. Niveles de expresion de TGF-. C. Niveles de expresion de Ebi3. D. Niveles

de expresion de p35.
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La Figura 4 muestra los niveles de expresion de Foxp3 en los linfocitos Tregs estimulados con
20 y 50 ng/ml de IL-35. Los datos se representan como niveles relativos a la condicion no
estimulada con valor 0, en los graficos de caja y clavija se muestra la mediana como medida de
tendencia central, el recorrido intercuartilico y el recorrido interpercentilico entre 10% y 90%.
Los andlisis se realizaron con seis replicados bioldgicos (n) y en el Anexo 6 se observa el n por
condicion posterior a la impugnacién de los datos. IL-35 induce en los linfocitos Tregs la
sobreexpresion de Foxp3 al ser estimulados con 20 y 50 ng/ml de IL-35 (p<0,001) (Figura 4A
y Figura 4B). Los linfocitos Tregs estimulados con I1L-35 (20 y 50 ng/ml), al ser neutralizados
con anti-gp130 y/o anti-IL-12rp2, no presentan diferencias significativas en los niveles de

expresion de Foxp3 (Figura 4A y Figura 4B).
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Figura 4: Niveles de expresion de Foxp3 en los linfocitos Tregs estimulados con 1L-35. Niveles de expresion de Foxp3 en los linfocitos
Tregs estimulados con 20 y 50 ng/ml de IL-35 sin neutralizante, con neutralizante anti-gp130, con neutralizante anti-IL-12rp2 y con la
combinacion de ambos. Los anélisis se realizaron con un n de seis (ver Anexo 6). Los datos se representan como niveles relativos a la condicién

no estimulada con valor 0 y se muestra la mediana en gréfico de caja y clavija.
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Produccion de la citoquina IL-10 en los linfocitos Tregs estimulados con IL-35, con o sin
neutralizacion de las subunidades gp130 y IL-12rp2 del receptor de 1L35

De los resultados del analisis del RT-gPCR se obtuvieron diferencias significativas en los
niveles de expresion de IL-10 de los cultivos estimulados con 1L-35 (20 ng/ml y 50 ng/ml) en
comparacion con la condicion de neutralizacion de las subunidades del receptor de IL-35. Por
lo tanto, se analizaron los niveles de secrecion de IL-10 de los cultivos estimulados con 20 ng/ml
de IL-35. La Figura 5 muestra los niveles de secrecion de IL-10 en los linfocitos Tregs
estimulados con 20 ng/ml de IL-35. Los datos se representan en graficos de caja y clavija, se
muestra la mediana como medida de tendencia central, el recorrido intercuartilico y el recorrido
interpercentilico entre 10% y 90%. (Figura 5). El experimento se realizdé con un replicado
bioldgico de seis en todas las condiciones estimuladas con 20 ng/ml de 1L-35 (Anexo 6). Los
linfocitos Tregs al ser estimulados con 20 ng/ml de IL-35 incrementan significativamente la
secrecion de 1L-10 en comparacion a los linfocitos Tregs sin estimulo (p<0,001). Ademas, los
niveles de secrecion de IL-10 disminuyen significativamente en las condiciones con
neutralizantes anti-gp130 (p=0,017), con el neutralizante anti-IL-12rp2 (p=0,023) y con la
combinacién de ambos neutralizantes (p=0,019).
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Figura 5: Produccién de IL-10 en los linfocitos Tregs estimulados con IL-35. Niveles de secrecion de IL-10 en los Tregs estimulados con
20 ng/ml de IL-35 sin neutralizante, con neutralizante anti-gp130, con neutralizante anti-1L-12rf2 y con la combinacién de ambos. El
experimento se realizé con un n de 6 en cada condicién (ver anexo 6). Los datos se representan como niveles relativos a la condicion no
estimulada y se muestra la mediana en gréfico de caja y clavija.
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Activacion de linfocitos T naive en un co-cultivo con linfocitos Tregs estimulados con IL-
35, con o sin neutralizacién de las subunidades gp130 y IL-12rp2 del receptor de I1L-35

La Figura 6 muestra la supresion de la activacion de linfocitos T naive en presencia de linfocitos
Tregs estimulados con 20 ng/ml de IL-35. EI experimento se realiz6 con un unico replicado
bioldgico por condicion (Anexo 6). La activacion de los linfocitos T naive fue evaluada
analizando los niveles de expresion de los marcadores de superficie CD69 y CD44. En la Figura
6 se observa los criterios de seleccion para clasificar a las células por parametros fisicos de
tamafio y regularidad interna, luego se selecciond en base a la poblacién celular CD4" y Foxp3®
, finalmente, se selecciond la poblacion celular CD62L"CD69*CD44". En la Figura 6A se
observa los FMO de los marcadores CD62L, CD69 y CD44 de los cuales se determind el area
de positividad para la estrategia de seleccién celular. En la Figura 6B se observa la estrategia
de seleccion de los linfocitos T naive CD4'Foxp3'CD62L°'CD69°'CD44" que permite la
comparacion de los cultivos estimulados con IL-35 con y sin neutralizantes. En la Figura 6C se
observa que un 4,39% de los linfocitos T naive co-cultivados con Tregs estimulados con 20
ng/ml de IL-35 muestran un perfil CD62L"CD69*CD44", en comparacién con los linfocitos T
naive co-cultivados con Tregs no tratados con IL-35, de los cuales 5,1% muestran el perfil
activado. Finalmente, los linfocitos T naive co-cultivados con los linfocitos Tregs estimulados
con IL-35 y los neutralizantes anti-gp130 y/o anti-lIL-12rp2 se observa un incremento en la
poblacién de linfocitos T naive activos CD62L"CD69*CD44" (Figura 6C).
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Figura 6: Activacion de los linfocitos T naive en presencia de linfocitos Treg estimulados con IL-35. En el co-cultivo con linfocitos T naive
CD4*Foxp3'CD62L"CD69"CD44" y Tregs CD4*CD45"Foxp3* se analizd la activacion de los linfocitos T naive mediante citometria de flujo.
El experimento se realiz6 con un dnico replicado biolégico (ver anexo 6). A: FMO de los marcadores de activacion CD62L, CD69 y CD44 del
linfocito T naive. B: Estrategia de seleccion de los linfocitos T naive CD4*Foxp3'CD62L"CD69*CD44* del co-cultivo de linfocitos Tregs + T
naive. C: Expresion de CD62L"CD69*CD44". Se utilizaron las siguientes condiciones experimentales: sin IL-35 y con 1L-35 sin neutralizacion,

con neutralizacion anti-gp130, con neutralizacion anti-IL-12rB2 y con neutralizacién combinada de ambas.
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DISCUSION

La citoquina IL-35 pertenece a la familia de 1L-12, que se caracteriza por compartir las
subunidades proteicas Ebi3, p35, p40, p19 y p28 que conforman las citoquinas IL-23, IL-27, IL-
12 e IL-35y los receptores heterodiméricos IL-12r1/IL-12rB2, gp130/IL-12rB2, WSX-1/gp130
y homodiméricos IL-12r1/IL-12rf1, IL-12rB2/IL-12rB2 y gp130/gp130 (Collison et al., 2012;
Hildenbrand et al., 2023; Liu et al., 2019; Floss et al., 2017; Luo et al., 2019; Sawant et al.,
2015; Egwuagu et al., 2015). IL-35 estd compuesta por las subunidades Ebi3 y p35 y es
reconocida por el homodimero gp130, el homodimero IL-12rf2 y el heterodimero gp130/IL-
12rB2 (Collison et al.,2012, Sawant et al., 2015; Kdseoglu et al., 2015; Floss et al., 2017; Luo
et al., 2019; Maboudi et al., 2019; Mahfooz et al., 2023; Li et al., 2023; Li et al., 2020; Wang et
al., 2020; Zhu et al., 2020).

Los receptores homodiméricos y el heterodimero estan presentes en diversas células, entre ellas
linfocitos T, linfocitos B y macrofagos. En efecto, los linfocitos Tregs estimulados con IL-35,
mediante el heterodimero gp130/IL-12rB2 incrementan su funcion supresora (Maboudi et al.,
2019; Zhang et al., 2021; Cafferata et al.,2020). Ademas, los linfocitos Tregs estimulados con
IL-35 inducen una sobreexpresion de las subunidades Ebi3 y p35, que promoverian la
diferenciacion hacia un fenotipo regulador iTr35 (Asad et al., 2019; Jiang et al., 2021; Collison
etal., 2012; Egwuagu et al., 2015; Hildenbrand et al., 2023). En este estudio, los linfocitos Tregs
extraidos de bazo de ratones C57BL/6, al ser estimulados con 20 y 50 ng/ml de IL-35 evidencian
una sobreexpresion de la subunidad Ebi3, resultado similar a lo descrito en la literatura y que
nos permite inferir la diferenciacion hacia un fenotipico iTr35.

En estudios recientes, en los co-cultivos de linfocitos iTr35 y linfocitos Tconv se evidencia la
inhibicidn de la activacion de los linfocitos Tconv y la disminucién de los marcadores de
activacion CD69 y CD44 (Wang et al., 2020; Yang et al., 2023). En este estudio, el ensayo de
activacion se realizo6 en co-cultivos de linfocitos T naive y linfocitos Tregs estimulados con IL-
35 (con un dnico replicado bioldgico). Nuestros resultados son similares a los de la literatura,
debido a que los linfocitos Tregs estimulados con IL-35 promueven la inhibicion de la
activacion de los linfocitos T naive. Sin embargo, en los co-cultivos con linfocitos Tregs
estimulados con IL-35 y neutralizados con anti-gp130 y/o anti-IL-12rf2 se produce un
incremento en el porcentaje de linfocitos T naive CD62L"CD69'CD44", lo que demuestra la

disminucidn de la inhibiciéon de la activacion.
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Se ha descrito que mediante la activacion del heterodimero gp130/IL-12rp2, 1L-35 promueve
un incremento en los niveles de secrecion de TGF-B1 en macrofagos (Liu et al., 2021). Sin
embargo, la neutralizacion de las subunidades del heterodimero de manera independiente o en
su conjunto producian una disminucion significativa de los niveles de secrecion de TGF-B1 (Liu
et al., 2021). Por otra parte, en nuestro estudio no hubo cambios en los niveles del mensajero
TGF-B1 pero si hubo un incremento en la produccion del mensajero IL-10 en ambas
concentraciones (20 ng/ml y 50 ng/ml), y en los linfocitos Tregs estimulados con 20 ng/ml de
IL-35 se produjo un incremento en la secrecion de IL-10. Ademaés, la neutralizacion de las
subunidades del heterodimero de manera independiente o en su conjunto produjo una
disminucion significativa de los niveles de secrecion de I1L-10. El presente estudio demuestra
que el estimulo de IL-35 en los linfocitos Tregs permite aumentar su capacidad supresora
incrementando los niveles de expresion de IL-10 y TGF-B1, y son necesarias ambas

conformaciones del receptor para generar la accién supresora de IL-35.

Los resultados de este estudio permiten inferir que 1L-35 induce una diferenciacion de linfocitos
Tregs hacia iTr35, fundamentado por la sobreexpresion de Ebi3 y de Foxp3. Por el contrario,
en los cultivos de linfocitos Tregs estimulados con IL-35 y en presencia de los neutralizantes
anti-gp130 y/o anti-1L-12rp2 se produce una disminucion en la expresion de Ebi3. Sin embargo,
es incierto si el efecto de I1L-35 puede atribuirse a la participacion Gnica o en su conjunto de los

homodimeros y/o heterodimero.

Una de las limitaciones del estudio es la inviabilidad de neutralizar el heterodimero y los
homodimeros de manera independiente, por lo tanto, atribuir el efecto supresor de 1L-35 solo al
heterodimero gp130/1L-12rB2 seria erroneo, incluso es necesaria la funcion de ambos receptores
para ejercer el efecto supresor esperado. Otra limitacion del estudio es la omision del analisis
de las proteinas STAT en su estado fosforilado, lo cual impidié comprobar la funcién de estas
proteinas en el proceso de activacién de la funcion reguladora de los Tregs. A partir de los
resultados de este estudio, se sugiere analizar las vias de sefializacion STAT1 y STAT4 en su
estado fosforilado y no fosforilado, por ejemplo, con la técnica de Western blot y/o RT-gPCR,
para esclarecer las posibles vias de activacion y segundos mensajeros de IL-35, asi también
evaluar otras proteinas STAT que podrian dar indicios de la participacion de otras vias. Ademas,
en el ensayo de proliferacion del co-cultivo de linfocitos Tregs y T naive se produjo una
sobreposicion de las poblaciones celulares a determinar. Esto nos empuja a buscar soluciones
de mejora mediante la realizacién de una separacion preliminar de las poblaciones celulares
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previo al ensayo de proliferacion. Otra sugerencia al estudio es realizar la técnica de
inmunofluorescencia o inmunohistoquimica para localizar las subunidades de los receptores de
IL-35. Ademas, realizar cultivos condicionados con patdgenos periodontales para evaluar la
funcién y actividad de Tregs estimulados con IL-35, simulando un ambiente con caracteristicas
asociadas a enfermedades inflamatorias y osteodestructivas, asi como incluir otras subunidades
de receptores pertenecientes a la familia de I1L-12, como WSX-1 e IL-12rB1, que permitan

esclarecer la via de sefializacion de IL-35.

Finalmente, podemos proponer un modelo seguin el cual IL-35 induce la diferenciacion de
linfocitos Tregs a iTr35, fenotipo que se caracteriza por la sobreexpresion de Ebi3 mediante la
activacion del receptor heterodimérico gp130/IL-12r2 o los correspondientes homodimeros
(Maboudi et al., 2019; Zhang et al., 2021; Cafferata et al.,2020). Por lo tanto, los resultados de
este estudio confirman la hipotesis de manera parcial, debido a que el estimulo de IL-35
promueve la sobreexpresion de Ebi3, eventualmente por la activacion del heterodimero
gp130/IL-12rP2. Sin embargo, no se puede concluir que la participacion de los homodimeros y
heterodimero sea independiente, es necesaria la participacion de ambos para promover la
sobreexpresion de Ebi3 y producir un incremento en la respuesta supresora de los linfocitos

Tregs y la diferenciacion hacia iTr35.

EBI3 Foxp3
dODVDOT

Figura 7: Dindmica de los receptores de 1L-35. En el esquema se observan los dos receptores homodiméricos, en rosado IL-12rB2 y en verde
gp130, y el heterodimero gp130/IL-12rB2. (1) IL-35 sensibiliza a la célula a través del heterodimero gp130/IL-12rB2, esto activa a las proteinas
STAT1 y STATH4, las cuales activan al factor de transcripcion Foxp3 y la subunidad Ebi3, que promueven la secrecion de IL-35 y el cambio
fenotipico de Tregs a iTr35, generando incremento en la secrecion de IL-35y un efecto autocrino. (2) 1L-35 sensibiliza a la célula a través del

homodimero gp130, esto activa a la proteina STAT1, que activa al factor de transcripcion Foxp3 y que promueve la secrecion de 1L-10 y TGF-
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B. (3) IL-35 sensibiliza a la célula a través del homodimero IL-12rB2, esto activa a la proteina STAT4, que activa al factor de transcripcion
Foxp3 y que promueve la secrecion de 1L-10 y TGF-B. Como se observa en la imagen al compartir subunidades, resulta imposible neutralizar
s6lo una subunidad sin neutralizar tanto al homodimero como al heterodimero, lo que dificulta analizar si el linfocito Tregs promueve su

respuesta supresora por efecto sélo del heterodimero o con participacion de alguno o ambos homodimeros.
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CONCLUSIONES

1. Los linfocitos Tregs estimulados con 1L-35 promueven la sobreexpresion de IL-10, Ebi3 y
FoxP3, y los niveles de secrecion de IL-10, que permiten inducir la diferenciacion de iTr35.

2. Los linfocitos Tregs estimulados con IL-35 suprimen la activacion de los linfocitos T naive
al disminuir la expresion de los marcadores CD69 y CD44 mediante las subunidades gp130
y IL-12rf32 del receptor de IL-35.

3. La hipdtesis se comprueba de forma parcial, con la capacidad de los linfocitos Tregs
estimulados con IL-35 de inhibir la activacion de los linfocitos T naive mediante las

subunidades gp130 y IL-12rp2 del receptor de IL-35.
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PROYECCIONES

1. Realizar nuevas técnicas que permitan complementar los hallazgos ya realizados en este
estudio y perfeccionar algunos de los experimentos como el analisis de proliferacion y
activacion del co-cultivo de los Tregs con los T naive. El estudio de proteinas STAT
fosforiladas y no fosforiladas mediante la técnica de Western blot y/o RT-qPCR y
conocer la localizacion de las subunidades gpl30 y IL-12rB2 del receptor de IL-35
mediante inmunofluorescencia o inmunohistoguimica.

2. Nuevos estudios in vitro con condiciones cercanas a las patoldgicas, podrian permitirnos
entender de mejor manera los mecanismos supresores de Tregs estimulados con IL-35y
la participacion de nuevas vias de sefializacion.

3. Estudios in vivo permitirian evaluar la funcion y actividad de I1L-35 y los linfocitos Tregs
en un ambiente con caracteristicas patogénicas similares a las enfermedades

inflamatorias y osteodestructivas.
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ANEXOS Y APENDICES

Anexo 1: Anticuerpos y sonda de viabilidad especificas para identificacion celular mediante
citometria de flujo

Linfocito T naive

Linfocito Treg

Linfocitos activados

anti-CD4 FITC

Anti-CD4FITC

Anti-CD69 BV421

anti-CD8 BUV395

Anti-CD25 APC

Anti-CD62L APC

anti-CD45 BV421

Anti-Foxp3 PE

Anti-CD44 PECy7

Zombie NIR™ Zombie NIR™
anti-CD44 PECy7 | Fixable Viability Fixable Viability
APCCy7 APCCy7

anti-CD62L APC

Zombie NIR™
Fixable Viability
APCCy7
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Anexo 2: Figura 1: Esquema explicativo de la metodologia experimental

Ratificacion por citometria
D25

CD4
CD25

Disgregacion RA 1 pg/ml { @ Foxp3
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/ 20 ng/mL
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/3. ELISA

s . 72 horas — T |
m— e anti-IL-12RB2 (10 ng/mb) | X | X |V |V
TGE- B1 ‘ « anti-gp130 (250 ng/mL) X “l X |V
35 | e 17 ) 70/ RTGRCR i

i | LL LSS 5

18s :

Figura 1: Esquema explicativo de la metodologia experimental: A partir de los bazos de ratones
C57BL/6 se realiz6 una disgregacion mecanica para utilizar un kit de deplecion
inmunomagnética y obtener linfocitos T naive CD4". A continuacién, se indujo la
diferenciacion de los linfocitos T naive CD4" a linfocitos Tregs con &cido retinoico (1 pg/ml),
IL-2 (1 pg/ml) y TGF-B1 (1 pg/ml) para luego ratificar el fenotipo celular por citometria de
flujo con anticuerpos anti-CD4, anti-CD25 y anti-Foxp3. A los 6 dias se neutralizaron las
subunidades del receptor de IL-35 con los anticuerpos anti-gp130 (250 ng/ml) y/o anti-IL-12rp2
(10 ng/ml), para luego estimular a los linfocitos Tregs con 20 ng/ml y 50 ng/ml de IL-35.
Posterior a las 72 horas se recuperaron las células y el sobrenadante y se realizaron ensayos de
RT-qPCR de las citoquinas IL-10 y TGF-B1 y de las subunidades de 1L-35, Ebi3 y p35, ademés
del ensayo de ELISA para IL-10.
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Anexo 3: Marcajes utilizados en citometro BD LSR Fortessa X-20 para fenotipificacion

de linfocitos T naive.

Célula / marcador

Sin marca (S/M)

Single staining CD4

(SS CD4)

Single staining CD8 (SS
CD8)

Single staining CD45 (SS
CD45)

Single staining CD44

(SS CD44)

Single Staining CD62L

(SS CD62L)

Single Staining Zombie NIR
(SSLD)

Full Mix 1

FITC

BUV395

45

BVv421

PECy7

APC

APCCy7



Anexo 4: Marcajes utilizados en citometro BD LSR Fortessa X-20 para fenotipificacion
de linfocitos Tregs.

Célula / marcador FITC APC PE APCCy7

Sin marca (S/M)

Single staining CD4 X

(SS CD4)

Single staining CD25 X

(SS CD25)

Single Staining Foxp3 X

(SS Foxp3)

Single Staining Zombie NIR X
(SS LD Vivas/Muertas)

Full Mix X X X X
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Anexo 5: Partidores para amplificacion mediante RT-qPCR

Objetivo | Forward primer (3°-5") Reverse primer (5"-3")

Foxp3 AGAAGCTGGGAGCTATGCAG ACTGGTGGCTACGATGCAG
TGF-f1 | TGGAGCAACATGTGGAACTC GTCAGCAGCCGGTTACCA
IL-10 GCTTCATCCCTGAAAACTGTC TGCTACAAAGGCAGACAAACA
Ebi3 GCTCCCCTGGTTACACTGAA ACGGGATACCGAGAAGCAT
p35 GCAGAGCTTCATTTTCACTCTGT |CATCGATGAGCTGATGCAGT
rllgz A GCAATTATTCCCCATGAACG GGGACTTAATCAACGCAAGC

Anexo 6: Replicado biol6gico por condicidén para cada experimento

Experimento/
N° por
condicioén
RT-gPCR
(20 ng/ml)

RT-gPCR
(50 ng/ml)

ELISA

(20 ng/ml)
Activacion
linfocitos T
naive

(20 ng/ml)

Target Treg+IL-35 Treg +IL-35+ Treg+ IL-35+ Treg + IL-35 +

IL-10
TGF-B1
Ebi3
p35
Foxp3
IL-10
TGF-B1
Ebi3
p35
Foxp3
IL-10

OO OO N U100 0000 N NOO

[EEN

anti-gp130
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Anexo 7: Estrategias de seleccion
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Condicion co-cultivo T naive + Tregs + IL-35 + anti-1L-12rf32
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El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que en el Protocolo
FOUCH 020522 del Proyecto de Investigacion titulado “Efectos terapéuticos de las vesiculas extracelulares derivadas de
linfocitos T reguladores e inducidas con acido retinoico en la periodontitis: Inhibicidn de la reabsorcion 6sea alveolar
y promocion de su formacion mediante la modulacion de la respuesta inmune periodontal”, del investigador Dr. Rolando
Vernal, Profesor Titular, Departamento de Odontologia Conservadora, Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,
no se plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas bioéticas de manejo y cuidado de animales. Asi
mismo, la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de la Universidad de Chile.

El investigador se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones sefialadas en el protocolo
revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos experimentales planteados y a no realizar ninguna
modificacion sin previa aprobacidn por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 490 ratones, especie Mus musculus, 400 ratones correspondientes a la cepa
C57BL/6, 50 a la cepa NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl/SzJ y 40 a la cepa C57BL/6 Foxp3GFP, provenientes de la
Plataforma Experimental Bioterio, Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, desde el 24 de mayo del 2022
hasta el 31 de enero del 2026, tiempo estimado de ejecucion del estudio, el cual sera financiado por el proyecto FONDECYT
Regular N° 1220999.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo, y esta constituido por
53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9 miembros no asociados a la
academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada a mantencion y
0 i .___'_2___% uso de animales. El certificado que emite el Comité
Eﬁ ?\_{ﬁ%ﬁ‘y) procede de la

f/ ‘ aprobacion del
“Protocolo de Manejo y Cuidado de

Animales” después de wun estudio

acucioso y de la acogida de los
investigadores de las observaciones exigidas por el Comité.

Claudia Delgado Acevedo Dr. Emilio Herrera Videla
Directora Ejecutiva CICUA — VID Presidente
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Universidad de Chile
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FDO N2 159 Santiago, 19 de mayo de 2022.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de Investigacion
Fondecyt Regular N°1220999, titulado “The therapeutic effects of RA- induced
Tregderived extracellular vesicles in periodontitis: Inhibition of alveolar bone
resorption and promotion of its formation through the modulation of the
periodontal immune response”. El Investigador Responsable de este proyecto es Dr.
Rolando Vernal Astudillo, Académico del Departamento de Odontologia Conservadora,
perteneciente a la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Los ensayos propuestos en este Proyecto principalmente se realizaran en el Laboratorio de Biologia
Periodontal, Laboratorio de Anatomia Patolégica y en la Plataforma Experimental, todos ellos
pertenecientes a la Unidad Académica mencionada anteriormente. Los ensayos involucran el manejo
de:

o Manejo de Sustancias Quimicas Peligrosas:
- Se utilizaran agentes quimicos de riesgo de tipo inflamable, oxidante, corrosivo, toxico agudo

y peligro (grave) para la salud y el medio ambiente.

o Material Bioldgico:

- Muestras animales: se utilizara Mucosa de la lesion periodontal palatina; Biopsia de bazo y
linfonodos; Biopsia de maxilar y, Fluido crevicular gingival. Todas ellas provenientes de
ratones C57BL/6 y NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl/Szj.

- Cultivos celulares: se utilizara Cultivo primario de linfocitos T CD4+ purificados de bazo de
ratones C57BL/6, cuyo nivel de seguridad corresponde a 2.

o Organismos Genéticamente Modificados:

- Ratones NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl/Szj, cuyas caracteristicas son: depletados en células

presentadoras de antigeno y linfocitos T. Reemplazo de fragmento

52



gendmico de 1356 pb del gen Ragl por cassette de neomicina. Las medidas de contencion y

seguridad corresponden a nivel de riesgo 2. o Radiaciones lonizantes:

- Se utilizar4 Micro-CT: utiliza radiacion ionizante del tipo rayos X a una

dosis ultra baja; cabe destacar que este equipo se encuentra blindado.

El personal que manipulara el material bioldgico, sustancias quimicas peligrosas, organismos
genéticamente modificados y radiacidn ionizante, se encuentra debidamente entrenado en estas
areas. Ademas, técnicos de laboratorio, estudiantes de pregrado o posgrado que trabajaran con el

equipo de investigacion, estaran bajo la supervisién del Dr. Vernal.

El CIB certifica que la Facultad de Odontologia cuenta con las facilidades para el manejo y desecho
del material bioldgico y quimico a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual de Normas de
Bioseguridad y Riesgos Asociados, Conicyt 2018. Ademas, el investigador se compromete a velar
por el cumplimiento de las normas de bioseguridad junto al Manual de Procedimientos para el
Manejo y Desechos de Residuos bioldgicos y RESPEL de la Facultad, durante el desarrollo del

proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud del Dr. Vernal para ser presentado en el Concurso

Fondecyt Regular 2022 (ANID).

COMITE
INSTITUCIONAL
El E’OSEGUR‘DAD

‘
U\ e, e s

Dra. Carla Lozano M.

Presidenta

Facultad de Odontologia. Sergio Livingstone P. 943, Independencia, Fono 29781792-29781816, Fax: 29781748,

Santiago. http://odontologia.uchile.cl

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Sergio Livingstone P. 1007, Independencia, Fono 29781793 Fax:

29781748, Santiago. http://www.quimica.uchile.cl/
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