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1. Lista de abreviaturas
e ADN. Acido Desoxirribonucléico.

e APC. Delinglés: Antigen Presenting Cell.

e BCR. Del inglés: B cell Receptor

e CD. Del inglés: Cluster of Diferentiation. *

e CTL. Del inglés: Citotoxic T Lymphocyte.

e IL-.Interleucina. *

e ILC. Del inglés: Innate Lymphoid Cell.

e IFN-. Interferén

¢ IMF. Intensidad Media de Fluorescencia

e MHC. Del inglés: Major Histocompatibility Complex. **
e mTEC. Del inglés: Medullary Thymic Epithelial Cell.
e NK. Del inglés: Natural Killer cell.

e PCR. Delinglés: Polimerase Chain Reaction.

¢ RA. Del inglés: Retinoic Acid

¢ RAR. Del inglés: Retinoic Acid Receptor**

e SBE. Del inglés: SMAD Binding Site.

e TCR. Del inglés: T Cell Receptor

e TGF-B. Del inglés: Transforming Growth Factor beta
e TGF-BR. Del inglés: TGF-B Receptor.

o Tfh. Delinglés. T folicular helper cell.

e Th. Del inglés. T helper cell. **

e TIF. Del inglés. Transcription Intermediary Factor. **
e Treg. Del inglés. T regulatory cell.

e TRIM. Del inglés. Tripartite Motif. **

* Esta abreviatura siempre va acompafiada de un namero.
**Esta abreviatura puede o0 no ir acompafada de un numero o caracter.



2. Resumen

El factor de crecimiento transformante B 6 TGF-B participa en procesos de
tolerancia antigénica y regulacién de la respuesta inflamatoria. EI TGF- favorece
la diferenciacion de algunos linajes de linfocitos T mientras que inhibe otros. Se ha
propuesto que ejerce estos efectos a través de diversas vias de sefializacion.

La sefalizacion canonica del TGF-B depende completamente de proteinas SMAD.
TIF1y es una proteina nuclear que reconoce modificaciones en la histona H3 y es
capaz de modular la via de sefalizacion canonica a través de monoubiquitinar a
SMAD4 y unirse al complejo activado de SMAD2/3 para modificar la expresion
génica y la respuesta celular al TGF-B. Se ha descrito que TIFly es importante
durante el desarrollo y la diferenciacidon celular de progenitores hematopoyéticos.

Este proyecto buscé determinar si TIFly también regula la diferenciacion de
linfocitos T, particularmente la polarizacion de los fenotipos proinflamatorios Thl y
CTL, utilizando un modelo murino deficiente de esta proteina especificamente en
células CD4". Los resultados obtenidos muestran que la ausencia de TIFly no
afecta la poblacion de linfocitos Thl ni CTLs de ratones jovenes en condiciones de
homeostasis. No obstante, durante el envejecimiento las poblaciones Interferén
gamma (IFN-y)* CXCR3*, que incrementan 50% en los ratones control, no
cambian su frecuencia en ausencia de TIF1y.

Ademas, experimentos in vitro mostraron que los linfocitos CD4* de ratones
deficientes de TIF1ly cultivados en condiciones polarizantes a Thl no generaban
adecuadamente la poblacion IFN-y* CXCR3* pues en presencia 0 ausencia de
TGF-B la frecuencia de esta poblacion no fue mayor al 2%. Esto muestra que los
linfocitos deficientes de TIF1ly presentan defectos en la expresion del receptor de
quimiocinas CXCR3 in vitro e in vivo. Por otro lado, en un modelo de melanoma se
observo que los ratones deficientes de TIF1ly presentaban un mejor control del
crecimiento tumoral a pesar de no observar diferencias en las frecuencias o
nameros de linfocitos productores de IFN-y.

Las observaciones anteriores nos permiten sugerir que TIF1ly regula la expresion
de CXCRS3 pero no la produccion de IFN-y en condiciones de inflamacion. El
mecanismo molecular por el cual TIF1y regula este receptor de quimiocinas no se
determind y seran necesarias nuevas estrategias experimentales para responder
esa pregunta. Los resultados obtenidos muestran que la deficiencia de
TIF1ly favorece la inmunidad anti-tumoral. No obstante es posible que otros
aspectos de la respuesta inmunologica como el control de infecciones o la
regulacion de la inflamacion estén comprometidos en ausencia de TIF1y.



2.1 Abstract

Transforming Growth Factor  or TGF- 3 participates on antigen tolerance and the
regulation of the inflammatory response. TGF- 3 induces differentiation of some T
cell lineages but inhibits others. It has been proposed that it exerts these effects
through different signaling pathways.

Canonical TGF-f signaling relies completely on SMAD proteins. TIFlyis a nuclear
protein that recognizes histone H3 modifications and is capable of modulating the
canonical signaling pathway by monoubiquitinating SMAD4 and binding to the
active SMAD2/3 complex to change the binding sites in the genome and cellular
response to TGF-B. It has been described that TIFly is important during
development and cell differentiation of hematopoietic progenitors.

This project aimed to determine if TIF1ly also participates in T cell differentiation,
especially on the proinflammatory Thl and CTL lineages, using a mouse model
deficient of this protein specifically on CD4* cells. The results show that TIF1ly
deficiency does not affect Thl or CTL populations of young mice in homeostasis.
However, during ageing the 50% physiological increase of Interferon gamma (IFN-
y) ¥ CXCR3* populations observed in control mice is not observed in the absence
of TIF1y.

In addition, in vitro experiments showed that CD4* cells from mice lacking TIF1ly
cultured in Thl polarizing conditions did not produced the IFN-y* CXCR3*
population correctly because in presence or absence of TGF-p the frequency of
this population was never higher than 2%. This shows that lymphocytes lacking
TIF1y had defects in the expression of the chemokine receptor CXCR3 in vitro and
in vivo. On the other hand, in a melanoma model, mice lacking TIF1y had improved
control of tumor growth compared to the control group. However, there were no
differences in frequencies or total numbers of IFN-y producing lymphocytes.

These observations let us suggest that TIF1y regulates CXCR3 expression (but not
IFN-y production) in inflammatory conditions. The molecular mechanism by which
TIF1ly regulates this chemokine receptor was not determined and novel
experimental strategies will be necessary to answer this question. The obtained
results show that TIF1y deficiency promotes anti-tumoral immunity. However, it is
possible that other aspects of the immune response such as infection control or
inflammation regulation are affected in the absence of TIF1y.

10



3. Introduccién
3.1. El sistema inmunoldgico

El sistema inmunoldgico es un sistema de defensa que permite a los organismos
reconocer agentes ajenos y responder activamente para eliminarlos. Este sistema
puede componerse Unicamente por barreras fisicas y quimicas que evitan la
entrada de agentes infecciosos o incluir grupos de células especializadas que
responden coordinadamente para mantener la integridad del organismo.

La respuesta inmunoldgica se clasifica en innata y adaptativa. La inmunidad innata
genera una respuesta rapida contra el antigeno que reconoce, a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, “Pathogen Recognition
Receptor”), moléculas en la superficie de los agentes infecciosos. Esta respuesta
depende de células mieloides, como monocitos, macrofagos, células dendriticas y
células polimorfonucleares: neutréfilos, baséfilos y células cebadas. También
participa un grupo de proteinas solubles conocidas en conjunto como
Complemento. Ademas, participan células linfoides innatas (ILCs, por sus siglas
en inglés: Innate Lymphoid Cells) que son capaces de activarse en respuesta a
alarminas en el microambiente y secretar citocinas que permitiran controlar la
infeccion.

Por su parte, la respuesta adaptativa estd conformada por células de origen
linfoide llamadas linfocitos. Esta respuesta se desarrolla en el transcurso de varios
dias y permite reconocer al antigeno con alta especificidad pues los linfocitos
expresan en su superficie receptores recombinados que les permiten distinguir con
alta afinidad un solo tipo de antigeno. En estas poblaciones celulares reside la
memoria inmunolégica. Esta depende de las poblaciones de linfocitos que fueron
capaces de reconocer al antigeno y se mantienen en el organismo para actuar, de
manera rapida y eficiente en caso de una segunda infeccién. Varias publicaciones
recientes han sugerido que poblaciones celulares innatas también son capaces de
generar memoria respondiendo de una mejor manera en una segunda infeccién
(Pérez-Vazquez, Contreras-Castillo, & Licona-Limén, 2018). El conjunto de células
de las respuestas inmunoldgicas actia de manera orquestada espacial y
temporalmente durante una infeccion para lograr la erradicacién del patégeno y la
proteccion del organismo.

3.2 Los linfocitos

Las ceélulas de origen linfoide participan tanto en la respuesta inmunolégica innata
como en la adaptativa. Las células que participan en la respuesta innata se
conocen como ILCs mientras que las que participan en la respuesta inmunolégica
adaptativa se denominan linfocitos. Histéricamente, los linfocitos fueron los
primeros en describirse fenotipica y funcionalmente. A diferencia de los linfocitos
las ILCs no expresan receptores antigeno especificos y son residentes de tejido
(Colonna, 2018). No obstante, las subpoblaciones de ILCs que se han descrito
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hasta ahora asemejan a los diferentes fenotipos que pueden adquirir los linfocitos
T, aunque no son redundantes.

Los linfocitos B y T participan en la respuesta inmunoldgica adaptativa: Los
linfocitos B maduran en la médula 6sea y cuando egresan de ésta expresan un
receptor especifico para un antigeno en su superficie conocido como receptor de
célula B (BCR, “B Cell Receptor”). Cuando los linfocitos B reconocen por primera
vez un antigeno a través de su BCR, proliferan rapidamente y pueden
diferenciarse a una célula B de memoria 0 una célula plasmatica. Las células B de
memoria mantienen la expresion superficial del BCR, pueden mantenerse
quiescentes por afios en el organismo y se activaran si vuelven a reconocer su
antigeno afin. Las células plasméticas por su parte, se especializan en secretar
grandes cantidades de anticuerpo que expresaban en su superficie. Este
anticuerpo marcara al antigeno presente en el estimulo patologico para que sea
reconocido por otras células y moléculas del sistema inmunolégico a fin de
neutralizarlo y erradicarlo eficazmente (Murphy & Weaver, 2017).

Los linfocitos T también provienen de la médula 6sea pero deben migrar al timo
para madurar. Dentro del timo, los progenitores linfoides desarrollaran un receptor
de célula T (TCR, “T Cell Receptor”) capaz de reconocer un antigeno con alta
especificidad y responder adecuadamente al mismo. Se han reconocido estadios
de maduracion en los timocitos nombrados por la expresion de los correceptores
CD4 y CD8, como dobles negativos (DN), dobles positivos (DP) y simples
positivos (SP) CD4* o CD8* (Famili, Wiekmeijer, & Staal, 2017; Germain, 2002). A
su vez, el estadio DN puede subdividirse en 4 estadios categorizados por la
expresion de CD44 y CD25: DN1 (CD44* CD25’), DN2 (CD44* CD25*, DN3
(CD44- CD25*) y DN4 (CD44 CD25) (Divya, K. & Zuniga-Pflucker, J, 2014).

Durante el estadio DN ocurren los primeros eventos que permitiran la generacion
de un TCR funcional. Existen 2 tipos de TCR: TCR af y TCR yd nombrados en
funcion de las cadenas peptidicas que los componen. La primera decision durante
el desarrollo timico es la expresion de uno de estos tipos de TCR (Kreslavsky,
Gleimer, Garbe, & von Boehmer, 2010). Durante el estadio DN3, ocurre la
recombinacién de los loci tcrb, tcrg y terd. Un rearreglo exitoso de la cadena TCR
B permitira su union con la cadena pre-Ta e inducird la proliferaciéon, supervivencia
y posterior diferenciacion de esa clona de timocito hacia el estadio DP. Ademas,
permitira el silenciamiento del locus tcrg y el rearreglo del gen tcra. Por otro lado,
cuando los timocitos expresan un TCR yd funcional, se detiene el rearreglo del
locus tcrb y se permite la maduracion de linfocitos de linaje yd (Kreslavsky et. al.,
2010).

Cuando los timocitos han expresado correctamente una cadena de TCR 3 con la
cadena pre Ta, maduran al estadio DP. Durante este estadio ocurre el rearreglo
de la cadena TCR a y los timocitos pasan por procesos de seleccion positiva y
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negativa (Famili et. al., 2017). Estos procesos de seleccidon ocurren por la
interaccion de los linfocitos con células que presentan diversos péptidos propios a
través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, “Major Histocompatibility
Complex”) como células dendriticas y células epiteliales timicas de la médula
(mTECs, “medullary Thymic Epithelial Cells”). La seleccién positiva promueve la
supervivencia de clonas de timocitos que expresan TCRs capaces de reconocer
moléculas de MHC propias mientras que aquellos que no, mueren por apoptosis.
Por otro lado, si las clonas de linfocitos que reconozcan, a través de su TCR,
complejos de MHC con péptido propios con alta avidez, seran seleccionadas
negativamente y eliminados por apoptosis (Klein, Kyewski, Allen, & Hogquist,
2014). Ambos procesos de seleccion son necesarios para generar un repertorio de
linfocitos T maduros que no reaccione contra el propio organismo y evite asi el
desarrollo de autoinmunidad (Murphy & Weaver, 2017), este mecanismo se
conoce como tolerancia central. Los linfocitos que sobreviven ambos procesos de
seleccion se convertiran en células SP maduras que migraran a la periferia y seran
capaces de reconocer especificamente antigenos externos presentados a traves
de moléculas de MHC e inducir una respuesta inmunolégica acorde al antigeno
reconocido (Figura 1).
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Figura 1. Desarrollo de timocitos. Los linfocitos T, a diferencia de las deméas células
hematopoyéticas, maduran en el timo. Dentro de este 6érgano ocurren los procesos de rearreglo de
TCR (aff 0 y8) y seleccion positiva y negativa que generan linfocitos T CD4* o CD8* capaces de
montar una respuesta inmunolégica eficiente en el organismo.
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Los linfocitos T se dividen en linfocitos T cooperadores y linfocitos T citotoxicos
(Th y CTLs respectivamente, “T helper” y “Citotoxic T Lymphocytes”). Los CTLs se
caracterizan por expresar en su membrana la glicoproteina CD8 y reconocer
péptidos en el contexto de moléculas de MHC clase |. Estas células participan en
la inmunidad antiviral y antitumoral. Cuando se reconoce un péptido de origen
viral, los CTLs se encargan de inducir apoptosis en la célula infectada antes de
que termine la replicacion viral y los virus se diseminen.

Los linfocitos Th reconocen antigenos peptidicos presentados en el contexto de
moléculas de MHC clase Il en la membrana de células presentadoras de antigeno
(APCs, “Antigen Presenting Cells”): macrofagos, células dendriticas, linfocitos B e
ILCs (Oliphant et. al., 2014). Todos los linfocitos T cooperadores se caracterizan
por la expresion de la glicoproteina de membrana CD4 y son capaces de
polarizarse hacia diversos fenotipos dependiendo del antigeno que infecte al
organismo. Cuando los Th reconocen un antigeno especifico a su TCR, proliferan
rapidamente y secretan citocinas especificas dependiendo del fenotipo que
adquieran (Figura 2). Cada fenotipo de células Th se caracteriza por la expresion
de un factor de transcripcién especifico que rige la expresion de marcadores de
membrana y la secrecion de citocinas especificas. Los diversos fenotipos a los
que pueden polarizarse los linfocitos Th se detallan a continuacion:

e Thl. Los linfocitos Thl se caracterizan principalmente por la expresion del
factor de transcripcion T-bet y la secrecion de Interferén y (IFN-y) (Szabo
et. al., 2000). Estas células se polarizan en respuesta a IL-12 generada en
una infeccion por patégenos intracelulares, como algunas bacterias y virus
(Hirahara & Nakayama, 2016). Ademas, éstas células expresan el receptor
de quimiocinas CXCR3 en su superficie lo que les permite migrar hacia los
sitios de inflamacion (Collins, Tsui, & Shulman, 2002; Lord, 2005).

e Th2. Para diferenciarse, las Th2 requieren detectar Interleucina (IL-) 4 en el
microambiente y expresar el factor de transcripcion Gata3 (Josefowicz,
2013). Este fenotipo celular secreta IL-4, IL-5 e IL-13 y promueve
respuestas mediadas por eosinofilos, baséfilos y células cebadas (Hirahara
& Nakayama, 2016) para controlar infecciones por parasitos extracelulares
como helmintos. No obstante, los linfocitos Th2 también estéan involucrados
en el desarrollo de alergias y asma pues favorecen la generacion de
anticuerpos IgE.

e Th9. Las infecciones parasitarias de helmintos, ademas de inducir la
polarizacion de linfocitos Th2, también permiten que los linfocitos se
polaricen hacia el fenotipo Th9 y expresen IL-9 (Licona-Limén, Arias-Rojas,
& Olguin-Martinez, 2017). Estas células se polarizan cuando hay IL-4 y
TGF-f en el microambiente. Actualmente no se conoce un factor de
transcripcion Unico que rija la diferenciacion de los linfocitos Th9. Se han
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propuesto varios candidatos pero todos ellos se comparten con otras
poblaciones de linfocitos CD4*.

e Thl7. Los linfocitos Thl7 secretan principalmente la citocina IL-17 vy
participan en la inmunidad contra bacterias extracelulares y hongos
(Annunziato, Romagnani, & Romagnani, 2015). Estos linfocitos requieren
del factor de trascripcion RORyt para su diferenciacion ademés de IL-6 y
TGF-B en el microambiente (lvanov et. al., 2006). Este fenotipo celular es
muy plastico y, dependiendo del microambiente de citocinas, puede adquirir
un fenotipo proinflamatorio y secretar IFN-y o un fenotipo regulador,
conocido como Trl, y secretar IL-10 (Gagliani et. al., 2015).

e Tfh. Durante el transcurso de una infeccion, por cualquier tipo de patdégeno,
las células T cooperadoras foliculares participan promoviendo la produccién
de anticuerpos de alta afinidad por células B. Las células Tfh requieren IL-6
para polarizarse y expresan CXCR5 y PD-1 en su superficie. (Deenick &
Ma, 2011). Estas células expresan a Bcl6 como factor maestro de la
transcripcion y secretan IL-21 (Nurieva et. al. 2009).

e Treg. Las células T reguladoras se polarizan en presencia de TGF-B. Este
tipo de linfocitos se encarga de suprimir las respuestas de los fenotipos
efectores previniendo asi el desarrollo de autoinmunidad y manteniendo al
sistema controlado en homeostasis (Ohkura, Kitagawa, & Sakaguchi, 2013).
Estos linfocitos pueden generarse desde el timo o en periferia (Klein et. al.,
2018). Para generarse, los linfocitos Treg requieren del factor de
transcripcion FoxP3 (Rudensky, 2011). Dependiendo del subtipo de linfocito
Treg, estas células pueden secretar TGF-$ o IL-10.

Se ha observado que estos fenotipos celulares pueden trans-diferenciarse a otros
en respuesta a citocinas u otros factores solubles presentes en el microambiente
como el acido retinoico o los &cidos grasos de cadena corta (Zhou, Chong, &
Littman, 2009).
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Figura 2.Polarizacion de Linfocitos CD4*. Cuando el TCR de un linfocito CD4* reconoce un
antigeno presentado por una APC a través de un MHC II, prolifera y puede polarizarse hacia
distintos fenotipos celulares dependiendo del microambiente de citocinas en el medio. Cada uno de
estos fenotipos secretara distintas citocinas que permitiran coordinar la respuesta inmunoldgica en
respuesta a un agente extrafio.

3.3 Linfocitos Thl, CTL e IFN-y

La polarizacion de los linfocitos T cooperadores hacia los distintos fenotipos
depende del microambiente de citocinas generado por el patégeno. Los patégenos
intracelulares como algunas bacterias, virus y protozoarios inducen la produccién
de IL-12 e IFN-y que permitiran la polarizacion de linfocitos CD4* hacia un fenotipo
Thly CD8" a CTLs (Hirahara & Nakayama, 2016).

La IL-12 induce la produccion de IFN-y por los linfocitos Thl y CTLs. Esta citocina
pro-inflamatoria induce la expresion del factor de transcripcibn maestro T-bet que
a su vez favorece la produccion de IFN-y creando un ciclo de retroalimentacion
positiva y estabilizando el fenotipo de los linfocitos Thl (Szabo et. al., 2000). La
presencia de IFN-y promueve un microambiente pro-inflamatorio que favorece la
actividad de células asesinas naturales (NK, “Natural Killer Cells”) y macrofagos
pro-inflamatorios mientras que inhibe las poblaciones de células Th2 y Treg
(Castro, F., et. al., 2018).

Ademas de favorecer la produccion de IFN-y, T-bet induce la transcripcion de otros
genes relacionados al fenotipo Thl como el receptor de quimiocinas CXCR3. Este
receptor se induce rapidamente luego de la activacion de linfocitos Th1y CTL y les
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permite migrar hacia sitios de inflamacion (Groom & Luster, 2011). Este receptor
también se expresa por células NK, la contraparte innata de los linfocitos CD8*
(Groom & Luster, 2011). CXCR3 no solo permite la migracion de linfocitos a sitios
de inflamacion, se ha mostrado que este receptor también esta implicado en el
balance entre células efectoras y células de memoria. La expresion de CXCR3
favorece la generacion de células efectoras e inhibe la generacion de células de
memoria (Kurachi, M. et. al., 2011, Hu, J.K. et. al., 2011).

El IFN-y, ademas participar en el control de infecciones, tiene un papel muy
importante en la inmunidad antitumoral. Esta citocina ejerce sus efectos no sélo en
las células inmunolégicas sino directamente en las células tumorales. Por un lado,
se ha visto que favorece la motilidad y citotoxicidad de linfocitos T (Bhat, P., et. al.,
2017). Por el otro, el IFN-y puede inducir la expresion de las Caspasas -1, -3y -8
en células tumorales y en consecuencia su apoptosis. Esta citocina también
induce la expresion de las quimiocinas CXCL9, CXCL10 y CXCL11, los ligandos
de CXCR3, favoreciendo el reclutamiento de poblaciones proinflamatorias. Debido
a sus variadas funciones, los niveles de IFN-y en los tumores se han utilizado
como un marcador de buena prognosis (Castro, F., et. al., 2018).

A pesar de su importancia en el control de infecciones y el desarrollo tumoral, la
produccion de IFN-y, cuando no es correctamente regulada, se ha relacionado con
el desarrollo de autoinmunidad (Ilvashkiv, 2018).

3.4 El sistema inmunoldgico durante el envejecimiento.

Durante el envejecimiento, existe un incremento en la circulacion de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y sus receptores. Se ha reportado que los niveles de
IFN-y, CXCR3 y sus ligandos se encuentran elevados durante la vejez en humano
y ratén (G. Chen, Lustig, & Weng, 2013). ElI microambiente pro-inflamatorio
causado, entre otras cosas, por el incremento de IFN-y durante el envejecimiento,
ademas de afectar la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa, también ha sido
asociado a enfermedades relacionadas con la edad (Vasto et. al., 2007). Ademas,
niveles elevados de IFN-y también se han visto relacionados con la desregulacion
de ritmos circadianos y algunos desordenes psiquiatricos asociados con la edad
(Cayetanot, Nygard, Perret, Kristensson, & Aujard, 2009; Oxenkrug, 2011).

Se ha propuesto que este estado de inflamacién cronica de bajo grado es la causa
del desarrollo de enfermedades asociadas con la edad como el sindrome
metabalico y las enfermedades neurodegenerativas (Franceschi, et. al. 2017).

La composicion celular del sistema inmunolégico cambia durante la vejez. En
particular, los linfocitos T CD4* presentan una disminucion en actividad: baja el
numero de células “naive” (Gupta et. al., 2004), baja su capacidad de activarse y
expandirse, la sefalizacion a través de TCR, presentan poca produccion de IL-2 y
baja capacidad de cooperar con las células B (Maue, et. al., 2009). Por su parte,
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los linfocitos CD8* disminuyen su capacidad de responder a nuevos antigenos,
presentan defectos en la generacion de memoria y disminuye la diversidad en el
repertorio de TCR (Maue, et. al., 2009). Estos cambios afectan la capacidad de
respuesta del sistema inmunolégico y hacen al organismo propenso a
enfermedades infecciosas, autoinmunes y cronicas degenerativas.

3.5 TGF-g en el sistema inmunoldgico

El Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B, “Transforming growth factor
beta”) es una citocina pleiotropica con efectos diversos y algunas veces hasta
opuestos dependiendo del microambiente, el tipo y el contexto celular. Esta
citocina pertenece a una superfamilia de proteinas con importantes y diversas
funciones durante el desarrollo y la respuesta inmunoldgica. Existen 3 isoformas
de TGF-B en mamiferos TGF- 1, TGF-f2 y TGF-B3; de las cuales, el TGF-f1 es
el mas expresado por las células del sistema inmunoldégico.

El TGF-B ejerce sus funciones a través de distintas vias de sefalizacion. Su via
candnica tiene como efectores principales a proteinas de la familia SMAD. Las 8
proteinas que conforman esta familia en mamiferos tienen 2 dominios globulares,
MH1 y MH2, unidos por una regién “linker” (Figura 3A). El dominio MH1 permite a
las proteinas SMAD interactuar con el DNA, reconociendo la secuencia
palindromica 5-GTCTAGAC-3’ conocida como elemento de union a SMAD (SBE,
“Smad Binding Element”). Por su parte, el dominio MH2 permite a las SMADs
formar hetero-oligbmeros e interactuar con otras proteinas como factores de
transcripcion, lectores de cromatina, coactivadores y correpresores (David &
Massagué, 2018) (Figura 3B).

La sefializacion canodnica inicia cuando un dimero de ligando extracelular (TGF-p)
se une al receptor de TGF- tipo Il (TGF-BRII). Cuando esto ocurre, el receptor se
oligomeriza con el receptor tipo | (TGF-BRI) fosforilandolo y permitiendo su
actividad de cinasa de residuos de Ser y Thr. Lo anterior le permite al TGF-BRI
reclutar y fosforilar a las proteinas SMAD2 y SMADS3 (conocidas en conjunto como
R-SMADs) en sus residuos Ser del extremo carboxilo terminal. Las R-SMADs
fosforiladas forman un dimero que es reconocido por SMAD4 y traslocado al
nucleo donde interactiia con SBEs en el DNA para permitir la transcripcion de
genes en respuesta al TGF-f (Gaarenstroom & Hill, 2014) (Figura 3C). Una vez
en el nacleo las R-SMADs pueden ser desfosforiladas y/o ubiquitinadas para dar
término a la sefalizacion del TGF-p.
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Figura 3.SMADs y Sefializacién candnica de TGF-B. A) Estructura general de las proteinas R-
SMAD. Estas proteinas presentan un dominio MH1 a través del cual reconocen SBEs en el DNA y
un dominio MH2 que les permite oligomerizarse e interactuar con otras proteinas. Ademas, estas
proteinas tienen la secuencia Ser-X-Ser (donde X puede ser cualquier aminoacido) en el extremo
carboxilo terminal donde son fosforiladas por el TGF-BRI. B) Estructura cristalogréfica de los
dominios MH1 (azul) y MH2 (amarillo) de SMADS3 fosforilado y unido a DNA. Tomado de
Massagué, 2012. C) Esquema de la sefializacibn canoénica de TGF-B. Cuando el ligando
extracelular se une al TGF-BRII, éste fosforila al TGF-BRI induciendo un cambio conformacional
que activa su actividad de Ser/Thr cinasa y permite que fosforile las proteinas R-SMAD. Las R-
SMADs fosforiladas pueden interactuar con SMAD4 y traslocarse al nucleo donde se uniran a SBE
induciendo o reprimiendo la transcripcion génica.

Existen vias de sefializacion no candnicas, activadas por el TGF-$ a través de la
via de MEK/ERK, Rho y PI3K o de vias parcialmente dependientes de la via
canonica, como la via de TIFly (He et. al., 2006; Massagué, 2012). El TGF-$ es
central en la regulacion inmunoldgica entre la respuesta inflamatoria y la tolerancia
inmunoldgica. Esta citocina regula, a través de distintos mecanismos, la
diferenciacion, supervivencia, proliferacién y efectos de linfocitos T (David &
Massagué, 2018) (Figura 4).

La sefalizacion por TGF-B puede inducir efectos estimuladores o inhibitorios
dependiendo del estado de diferenciacion y las condiciones de estimulacion de las
células T (Oh & Li, 2013). Por una parte, el TGF-f es necesario para la
diferenciacion de linfocitos Treg de periferia y, en conjunto con el factor de
transcripcion RORyt, de linfocitos Thl7. Ademés en presencia de IL-4 puede
promover diferenciacion a linfocitos Th9. Por otra parte, a través de SMAD2/3
inhibe la diferenciacion de linfocitos Thl, inhibiendo la expresién de T-bet (Gorelik,
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Constant, & Flavell, 2002); de linfocitos Th2, induciendo la expresion de MSC y
SOX4 que inhiben la expresion de citocinas relacionadas a este fenotipo
(Kuwahara et. al., 2012; Wu et. al., 2017); y de CTLs, cooperando con ATF1 para
inhibir la produccion de IFN-y y moléculas citotéxicas (David & Massagué, 2018)

El TGF-B también participa en el control de las respuestas efectoras de linfocitos
T: inhibe la produccion autécrina de IL-2 limitando asi la proliferacion linfoide
(Brabletz et. al., 1993) y la produccion de IFN-y previniendo asi el desarrollo de
autoinmunidad (Ishigame et. al., 2013; Lin, Martin, Xia, & Gorham, 2005). El TGF-$
es necesario para la formacion de poblaciones CD8* de memoria induciendo
apoptosis en células efectoras y previniendo inflamacion crénica (Ishigame et. al.,

2013).
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Figura 4.Efectos del TGF-8 en poblaciones de linfocitos T. El TGF-B tiene distintos efectos en
la polarizacion de diversos fenotipos celulares. Esta citocina es necesaria para la polarizacién de
linfocitos Treg, Th17 y Th9 pero inhibe la polarizacién de Thl, Th2 y CTLs.
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3.6 TIF1lyy la Familia de Proteinas TRIM

TIF1y, también conocida como TRIM33, es una proteina nuclear que pertenece a
la familia de proteinas de Factor Transcripcional Intermediario 1 (TIF1,
“Transcriptional Intermediary Factor 1”). A su vez, ésta familia de proteinas
pertenece a la superfamilia TRIM (“Tripartite Motif’) cuyas proteinas se
caracterizan por presentar un motivo tripartita en el extremo N-terminal compuesto
por un dominio RING, uno o dos dominios de dedos de zinc llamados Cajas B (B-
Box) y una region superenrollada (coiled-coil). EI dominio RING le da a estas
proteinas actividad de E3 ubiquitin ligasa mientras que los otros dominios permiten
interacciones con acidos nucleicos. En el extremo C-terminal, las proteinas TRIM
cuentan con diversos dominios que les dan actividades especificas (Figura 5A).
Ademas, se ha reportado que algunas de estas proteinas pueden formar homo y
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hetero oligobmeros lo cual aumenta la complejidad de las interacciones y las
posibles actividades de estas proteinas (Hatakeyama, 2017). Esta superfamilia de
proteinas esta muy diversificada y en humanos existen 80 genes conocidos que
codifican para proteinas TRIM.

En humanos la familia TIF1 estad compuesta por 4 proteinas: TIFla (TRIM24),
TIF1B (TRIM28), TIFly (TRIM33) y TIF15 (TRIM66). Las proteinas que forman
parte de la familia TIF1 se caracterizan por presentar en su extremo C- terminal un
dominio PHD y un bromodominio (Venturini et. al.,, 1999), lo cual les permite
reconocer modificaciones epigenéticas en las histonas. TIFly es capaz de
reconocer, en el extremo de la Histona 3, la lisina 4 sin modificar (H3K4), la lisina 9
trimetilada (H3K9me3) y la lisina 18 acetilada (H3K18ac) (Xi et. al., 2011). Esta
proteina regula la sefializacion de TGF-p a través de su via candnica. Cuando ha
iniciado la sefalizacion de TGF-B, TIF1ly puede competir en el ndcleo con SMAD4
por la union al complejo de R-SMADs (He et. al., 2006). Ademas, a través de su
dominio RING, es capaz de monoubiquitinar a SMAD4 exportandola del nucleo y
evitando que se una a sus sitios blancos en el genoma (Figura 5B) (Dupont et. al.,
2005). No obstante, también se ha mostrado que estas dos vias de sefializacion
actian en conjunto para la expresion de diversos genes en células troncales
embrionarias (Xi et. al., 2011) en donde el TGF- juega un papel muy importante
en su desarrollo.
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Figura 5.TIFly y su participacién en la sefializacion de TGF-B. A) Estructura de TIFly. Se
esquematizan los componentes de su motivo tripartita y se sefala la region con la cual interactia
con proteinas SMAD. Ademéas se muestra la estructura cristalografica de sus dominios PHD y
Bromodominio que participan en el reconocimiento de marcas epigenéticas H3K9me3 y H3K18ac.
Adaptado de Xi, et. al. 2011. B) Esquema de la interaccion de TIFly con la via canodnica de
sefializacion de TGF-B. Cuando el complejo de p-R-SMADs /SMAD4 se trasloca al nucleo, TIF1ly
es capaz de monoubiquitinar a SMAD4 para exportarla del nacleo, unirse al complejo R-SMADs y
modificar de esta forma la respuesta celular al TGF-p.

La importancia de TIFly rio abajo de la sefalizacion de TGF-p se ha mostrado
durante la diferenciacién de células pluripotentes y precursores hematopoyéticos.
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Durante el desarrollo de Xenopus TIF1ly inhibe la sefalizacion por TGF-/Nodal,
gue especifica a mesodermo, permitiendo que las células se diferencien a
ectodermo (Dupont et. al., 2005). Ademas, también es capaz de inhibir la
sefalizacion a través de BMPs (“Bone Morphogenetic Proteins”), otros ligandos de
la superfamilia de TGF-B que sefializan a través de las R-SMAD 1, 5y 8 pero que
también utilizan SMAD4, promoviendo el desarrollo neural sobre el epitelial
(Dupont et. al., 2005). Por su parte, mutaciones en el ortélogo de TIFly en pez
cebra (moonshine) generan defectos letales en la hematopoyesis embrionaria y
definitiva debido a la apoptosis de células troncales hematopoyéticas (Ransom et.
al., 2004).

En mamiferos TIF1ly es esencial durante el desarrollo y la diferenciacion celular.
Ratones deficientes de TIF1y no son viables y presentan defectos en el desarrollo
a partir del dia E8.5 (Jieun & Kaartinen, 2008). Ademas, se ha observado que en
progenitores hematopoyéticos humanos, la cantidad relativa de TIF1ly y SMAD4
dicta el destino celular en respuesta al TGF-B. Una mayor cantidad de SMAD4
inhibe la proliferacion y mantiene la troncalidad de las células. Por otro lado, una
mayor cantidad de TIF1y en el interior de la célula favorece la diferenciacion hacia
el linaje eritroide (He et. al., 2006). No obstante, también existe cooperacion entre
la via de TGF-B dependiente de SMAD4 y la via dependiente de TIF1ly. En células
troncales embrionarias, la unién del complejo TIF1ly-R-SMAD a la cromatina
desplaza factores de silenciamiento y permite la unién del complejo SMAD4-R-
SMAD a genes involucrados en gastrulacion, morfogénesis de mesendodermo y
formacion de endodermo (Xi et. al., 2011). A su vez, el complejo SMAD4/R-SMAD
favorece la modificacion H3K18ac que es reconocida por TIF1ly. TIFly es un
regulador importante de la sefializaciébn de TGF- capaz de dirigir la diferenciacion
celular compitiendo con SMAD4 por la unién al complejo SMAD2/3, pero también
cooperando con la via canoénica para expresar distintos genes permitiendo asi el
correcto desarrollo y diferenciacion celular.

3.7 TIF1y en el sistema inmunoldgico

Hay una correlacion positiva entre el nivel de complejidad del sistema
inmunoldgico y la diversificacion de la familia de proteinas TRIM. Se ha propuesto
gue conforme el sistema inmunoldgico fue adquiriendo complejidad, hubo la
necesidad de una mayor regulacion de sus funciones efectoras y la familia de
proteinas TRIM, a través de su dominio de ligasa de ubiquitina, se diversifico para
completar esa funcién (Versteeg, Benke, Garcia-Sastre, & Rajshaum, 2014).

Muchas proteinas de la familia TRIM funcionan como reguladores de la respuesta
inmunoldgica, principalmente la respuesta innata. La mayoria de estas proteinas
participa en la sefializacién del inflamasoma y de IFN- tipo | (Ferri et. al., 2015).
Ademas existen algunos reportes de proteinas TRIM involucradas en la regulacion
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de la respuesta adaptativa (Chikuma, Suita, Okazaki, Shibayama, & Honjo, 2012;
Tanaka et. al., 2018).

Se ha demostrado un papel importante de TIF1ly de manera directa e indirecta en
la respuesta inmunoldgica. TIF1ly es necesario durante la hematopoyesis para la
diferenciacion correcta de precursores mieloides (Gallouet et. al., 2017; Monteiro,
Pouget, & Patient, 2011). Ademas, TIFly se requiere para la activacion del
inflamasoma por DNA de cadena sencilla e inhibe la produccion de IFN-B durante
la fase tardia de la activacion de macréfagos (Ferri et. al., 2015) regulando genes
asociados al metabolismo lipidico, metabolismo de macréfagos y la respuesta
inflamatoria (Gallouet et. al., 2017). Ademas, la diferenciacion correcta de células
T asesinas naturales (NKT, Natural Killer T cell) requiere de la sefializacion de
TGF-B a través de SMAD4 y TIFly donde cada una regula distintas partes de la
diferenciacion celular (Doisne et. al., 2009).

TIFlytambién regula funciones de linfocitos de forma dependiente e
independiente a la sefializacion por TGF-B. En linfocitos B provenientes de un
modelo murino de leucemia linfoblastica aguda se mostré que TIFly inhibe la
apoptosis uniéndose a una region reguladora de Bim (Wang et. al., 2015). Por otra
parte, a pesar de que las células T no se ven afectadas por la deficiencia
condicional de TIF1ly en estado basal (Doisne et. al., 2009) recientemente se
mostro que TIF1ly es necesario para la produccion correcta de IL-17 y la inhibicién
de IL-10 (Tanaka et. al., 2018).
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4. Justificacion

El TGF-B es capaz de inhibir la polarizacion de linfocitos Thl y Th2 (Ladviksson,
Seegers, Resnick, & Strober, 2000). Se ha visto que ejerce este efecto a traves de
su via de sefalizaciébn canonica, pues SMAD2 y SMAD3 son necesarios para
inhibir la expresion de IFN-y por células T polarizadas hacia un fenotipo Thl
(Takimoto et. al., 2010). No obstante, el complejo SMAD2/3 ademas de unirse a
SMAD4 puede unirse a TIF1y y esta decision afecta directamente el destino celular
(He et. al., 2006).

Debido a esto, nos preguntamos si SMAD4 y TIFly pueden ejercer efectos
celulares distintos en los linfocitos T en respuesta al TGF-f. La eliminacion
condicional de TIF1y no afecta las poblaciones totales de linfocitos CD4* y CD8*
en homeostasis (Doisne et. al., 2009). Sin embargo, resultados preliminares de la
Dra. Paula Licona Limoén muestran que la eliminacion condicional de TIF1y induce
cambios en la produccion de IFN-y por células Thl polarizadas in vitro. Ademas,
recientemente se reportdé que TIF1ly es necesario para la correcta polarizacion de
células Th17 e inhibe la expresiéon de IL-10 en estas células (Tanaka et. al., 2018).
Por otro lado, la eliminacion condicional de SMAD4 induce una desregulacion en
la produccion de citocinas relacionadas al fenotipo Th2 (Kim et. al., 2006) sin
afectar la produccion de IFN-y.

La evidencia anterior nos impulsé a caracterizar el efecto de la eliminacién de
TIFly especificamente en poblaciones de linfocitos T, enfocandonos en las
poblaciones que producen IFN-y y expresan CXCR3 (Thl y CTL), en un modelo
murino deficiente de TIFly en la células T (Jieun & Kaartinen, 2008). Nos
enfocamos en caracterizar los efectos de la ausencia de esta proteina en
homeostasis y en contextos de inflamacion como el envejecimiento y el desarrollo
tumoral para entender la participaciéon de TIF1ly en el control de poblaciones
linfoides por el TGF-B en distintos contextos inmunoldgicos.
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5. Hipotesis

TIF1ly regula la produccion de IFN-y y la expresion de CXCR3 de linfocitos Thl y
CTL en contextos inflamatorios.

6. Objetivo General

Determinar el papel de TIF1ly en la produccion de IFN-y y expresion de CXCR3 de
linfocitos Thl y CTLs.

5.1 Objetivos Particulares

1. Analizar el fenotipo basal de poblaciones Thl y CTLs de ratones deficientes de
TIF1ly j6venes y de edad avanzada.

2. Determinar si la ausencia de TIFly afecta la polarizacion de células T CD4*
virgenes hacia un fenotipo Th1l in vitro.

3. Evaluar la dependencia de la sefial del TGF-$ y la sensibilidad de los linfocitos
T CD4" deficientes de TIF1ly en condiciones polarizantes hacia Th1.

4. Determinar si las células Thl o CTLs deficientes de TIF1ly presentan defectos
en la produccion de IFN-y y/o la expresion de CXCR3 en un contexto de
inflamacion.
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7. Metodologia
7.1 Ratones

Los ratones utilizados en este trabajo fueron producidos en el Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular y sometidos a tratamientos aprobados por el comité
de ética. La cepa de ratones Trim33 fx/fx (TIF1y fx/fx) fue generada por el Dr. Vesa
Kaartinen (Jieun & Kaartinen, 2008) quien doné los ratones para este proyecto.
Los ratones CD4 Cre se obtuvieron del laboratorio del Dr. Richard Flavell en la
Universidad de Yale, Estados Unidos. Ambas cepas de ratones se generaron en
fondo C57BL/6J (Haplotipo: H2b) y fueron cruzadas para obtener los grupos de
ratones experimentales. Para todos los experimentos del presente trabajo se
utilizaron ratones CD4 CRE Trim33 fx/fx como grupo experimental (TIFly -/-) y
ratones CD4 WT Trim33 fx/fx como grupo control.

7.2 Genotipificacién de ratones.

Para genotipificar a los ratones utilizados en este proyecto, se tomé una biopsia de
los dedos de las extremidades traseras los mismos entre los dias 10 a 14
postnatales para obtener una muestra de ADN. Las biopsias también seguian un
cédigo numérico lo que también permiti6 identificar a los ratones una vez
determinado el genotipo.

Las biopsias fueron digeridas afiadiendo 150 uL de Buffer de Lisis (Tris 50 mM pH
8.0, KCI 50 mM, EDTA 2.5 mM, NP40 0.45%, Tween 20 0.45%) e incubando por
toda la noche a 65 °C. Al dia siguiente, se centrifugaron a 13000 rpm por 3 min.

Para determinar el genotipo se realizaron 2 reacciones de distintas: uno para
determinar si el gen de TIF1ly presentaba alelos silvestres o con sitios loxP (TIFly
fx) y otro para determinar la presencia del transgen CD4 Cre (Cre). La Tabla 1
muestra las mezclas de primers (Primer mix) que se utilizaron para cada reaccion.

Reaccion de PCR:

Buffer 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI) — 2.5 uL
MgCl2 (50 mM) — 2 pL

Primer Mix — 1 puL

dNTPs — 0.5 uL

H20 miliQ — 17.75 uL

Tag Polimerasa (5 U/ul) — 0.25 uL

Biopsia de ADN digerida — 1pulL)
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Las muestras se incubaron en un termociclador con los siguientes programas:

e TIFLlyfx

95°C 10’
94°C 1’
60°C 1’

72°C 10
4°C o

oA WNE

72°C 1’ (regresar al paso 3 36 veces)

Productos esperados:
TIFly +/+: 237 pb

TIF1y fx/fx: 180 pb

TIF1y fx/+: 180 pb, 237 pb

e Cre

94°C
94°C
65°C
72°C
72°C
4°C

ouhwnE

4 min

45 seg

45 seg (-0.3°C c/ciclo)

1 min (regresar al paso 3 35 veces)
5 min

]

Productos esperados:
CD4 WT: 297 pb
CD4 Cre: 297 pb, 400 pb

Posteriormente, se corrieron geles de agarosa al 2% para determinar el peso de
los productos amplificados y determinar el genotipo.

Reaccion Nombre Secuencia Concentracion
WT Rev 5- TGGTCCCCAAGTCAGAAAAC-3 10 uM
CD4 Cre WT Fwd 5-TAGTTTGGCAGCACCTTTGG-3 20 uM
KO Rev 5- GCAAACGGACAGAAGCATTT-3’ 10 uM
Rev 5- CCATCTGGGAAAGGAAAACA-3 10 uM
TIFly fx
Fwd 5- CCCCAGTTGTCCTGGAACTA-3’ 10 uM

Tabla 1. Primers utilizados para genotipificar los ratones experimentales
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7.3 Purificacion de células CD4+ CD62L* CD44- “naive”

La purificacion de linfocitos T CD4* “naive” (CD62L* CD44") se realiz6 con el kit de
MagniSort™ Mouse CD4 Naive T cell Enrichment Kit (Thermofisher, 8804-6824-
74). Se obtuvieron células del bazo y los ganglios linfaticos axilares, braquiales e
inguinales (Anexo 1). Los drganos se suspendieron en 1 mL de Click's
Suplementado (10% SFB, PSG 1:100, HEPES 25 uM, B-Mercaptoetanol 0.04
uM, pH = 7.4) y se pusieron en un tubo Falcon de 15 mL. Se tomoé una alicuota de
20 puL para determinar la frecuencia de células CD4* “naive” basales y
posteriormente compararla con la frecuencia de las mismas células una vez
purificadas. Luego, las células se centrifugaron a 1500 rpm (300 g) por 5 min y
posteriormente se decantd el sobrenadante. Se lisaron los eritrocitos afiadiendo 1
mL de buffer ACK (NH4CI 150 mM, KHCO3s 10 mM, Na2EDTA 100uM) por 1 min y
después se inactivd con 4 mL de Click’s Suplementado. Luego de centrifugar y
decantar se suspendié el pellet en 1 mL de FACS-EDTA (PBS, 2% SFB, 2%
EDTA) y se agregaron 150 uL de anticuerpos biotinilados (MagniSort™,
Thermofisher). Las células se incubaron 10 min a temperatura ambiente (TA) y se
lavaron, llevando el volumen de células a 5 mL con FACS-EDTA, centrifugando y
decantando. Posteriormente el pellet celular se suspendi6 en 1 mL de FACS-
EDTA y se afiadieron 100 uL de perlas magnéticas marcadas con estreptavidina
(MagniSort™, ThermoFisher). Las células se incubaron por 5 min a TA.
Posteriormente se llevo el volumen a 2.5 mL con FACS-EDTA y las células se
pasaron a un tubo de FACS a través de una malla de organza. Luego, las células
se colocaron en un iman para seleccién negativa (MagniSort™, ThermoFisher) y
se incubaron por 5 min. Después se decantaron a un nuevo tubo Falcon con un
solo movimiento. Se tomd otra alicuota de 20 uL para determinar el
enriguecimiento de la poblacion de interés (Anexo Il). Después, las células se
centrifugaron y decantaron para luego suspenderlas en 500 uL de Click’s.
Finalmente, se contaron los nimeros totales utilizando una cadmara de Neubauer.

7.4 Conteo celular por cAmara de Neubauer

Para obtener los numeros de células totales se tomé una alicuota de 10 uL de la
muestra y se diluyo en 90 uL de FACS (PBS, 2% SFB) para obtener una dilucion
1:10. Luego se tomaron 10 uL de esta dilucion y se mezclaron con 10 uL de Azul
de Tripano (0.4%, Gibco) Se pusieron 10 uL de esta dilucion en la camara de
Neubauer y se contaron los 4 cuadrantes de las esquinas completos. Para obtener
el namero total de células se utilizé la siguiente formula:

células _ cuenta celular

= 2 *2+ 1010000
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7.5 Preparacion de esplenocitos irradiados

Para irradiar los esplenocitos que se utilizarian en los cocultivos in vitro, se obtuvo
el bazo de ratones control (CD4 WT Trim33 fx/fx) y antes de macerarlo, se llevo al
Irradiador autoblindado Gammacell-1000, con fuente radiactiva sellada de Cs*’.
Ahi, con el apoyo metodologico del técnico académico Carlos Castellanos Barba,
se irradié el bazo con 3000 rads. Posteriormente, el bazo se disgregé como se
describié anteriormente y las células se diluyeron a 107 células/mL con medio
Click’s Suplementado.

7.6 Cocultivo in vitro de linfocitos T

Para polarizar las células T CD4* “naive” hacia distintos fenotipos efectores se
cultivaron por 5 dias en presencia de esplenocitos irradiados como APCs y de
diferentes cocteles de citocinas dependiendo del fenotipo deseado (Tabla 2).

alL-4 |10 pg/mL IL-12 |10 ng/mL IL-4 {20 ng/mL
alFNy | 10 pg/mL alL-4 | 10 pg/mL olFNy | 10 pg/mL
IL-2 |40 U/mL IL-2 |40 U/mL IL-2 |40 U/mL
aCD3 | 2ug/mL aCD3 | 2ug/mL aCD3 | 2ug/mL
Tabla 2. Condiciones de polarizacion in vitro hacia diversos fenotipos de
linfocitos T.

Las células se diluyeron para obtener una concentracion de 4x10° células/mL. Por
su parte, los esplenocitos se diluyeron para obtener una concentraciéon de 8x10°
células /mL. Por otra parte se prepararon las mezclas de citocinas necesarias 2X
para obtener la concentracion final luego de mezclarlos con las células a una
dilucién 1:1. Se sembraron 50 uL de esplenocitos irradiados, 50 pL de linfocitos T
y 100 uL de la mezcla de citocinas correspondiente en placas de 96 pozos. Los
cocultivos se incubaron por 5 dias a 37°C y 5% CO.. Al quinto dia, las células se
reestimularon para detectar la produccion de IFN-y como se describe en la
Seccién 7.8.

7. 7 Ensayo de inhibicion por TGF-4

Para los ensayos de inhibicion por TGF-p se siguid el mismo procedimiento
descrito para la polarizacion in vitro pero Unicamente se polarizaron células hacia
el fenotipo Thl. Se agregaron 10 uL de Click’s Suplementado a cada pozo con
distintas concentraciones de TGF-§3 para obtener concentraciones finales desde
10 hasta 1 ng/mL. Ademas, en otra condicién neutralizé cualquier cantidad de
TGF-B presente constitutivamente en el medio de cultivo afiadiendo 10 pug/mL de
anticuerpo anti-TGF-p.
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7.8 Reestimulacion de linfocitos T vy tincion intracelular de citocinas.

Para medir la produccion de citocinas por linfocitos T se utilizd el kit
CitoFix/CitoPerm de BD Bioscience y se siguio el protocolo indicado por la
companiia. Las muestras se colocaron en una placa de 96 pozos con fondo en “V”.
Se centrifugd la placa para retirar el exceso de medio y posteriormente se
afadieron 100 uL de medio de reestimulacion (PMA 50 ng/mL, lonomicina 1
ug/mL y GolgiStop (BD, Bioscience) 1:1000) a cada pozo. Las células se
incubaron 4 h a 37°C 5% CO2. Luego se centrifugaron y se realizé la tincion de los
marcadores de superficie de interés con anticuerpos monoclonales acoplados a
distintos fluoréforos. Los anticuerpos utilizados durante los experimentos se
detallan en la siguiente seccién de la metodologia (Seccion 7.9). Ademas, las
células se tifieron con el colorante Aqua Zombie el cual permite diferenciar entre
células vivas y muertas. La tincion se realizo en 50 uL de FACS/muestra
incubando 30 min a 4°C. Luego de centrifugar y decantar, las células se fijaron con
una solucién de PBS con paraformaldehido (PFA) al 4% a 4°C por 10 minutos,
luego de los cuales se volvi6 a centrifugar y decantar. Las células se
resuspendieron en 200 uL de FACS y se dejaron a 4 °C cubiertas de la luz para
continuar con la tincién intracelular a la mafiana siguiente.

Antes de continuar con la tincion intracelular, se prepar6 la solucion Perm/Wash 1x
(P/W) con Perm/Wash 10x (BD Bioscience) y H20dd. Luego de centrifugar y
decantar el sobrenadante de las muestras del dia anterior, se permeabilizaron con
100 pL de P/W por 15 min a 4 °C. Luego se realizé la tincién intracelular con
anticuerpos acoplados a fluoréforos en 25 uL de P/W por muestra (1 h, 4 °C).
Finalmente, las células se lavaron 2 veces cada muestra con 150 uL de P/W, se
suspendieron en 150 uL de FACS y se pasaron a microtubos de 2.2 mL afadiendo
otros 150 uL para obtener un volumen final de 300 pL.
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7. 9 Anticuerpos utilizados

Un resumen de los anticuerpos utilizados para realizar las tinciones superficiales e
intracelulares de los distintos experimentos se muestra en la Tabla 3. Ademas de
los anticuerpos enlistados, se utilizé el colorante Aqua Zombie (Invitrogen) para
diferenciar la viabilidad de las células.

Anticuerpo Fluoroforo Clona
a-CD4 Brilliant Violet 605 GK1.5
o-CD4 Pacific Blue GK1.5
o-CD8 Pacific Blue 53-6.7
a-CD44 FITC IM7
a-CD45.2 AF 700 104
o-CD62L PE MEL-14
a-CXCR3 APC CXCR3-

173
a-CXCR3 PE CXCR3-

173
o-IFNy PE XMG 1.2
o-IFNy PECy-7 XMG 1.2
FcBlock No aplica 24G-2

(a-CD16/CD32)

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para las tinciones celulares de superficie e intracelulares
en los distintos experimentos.

7.10 Produccion basal de IFN-y en ratones jovenes y viejos

Para analizar las poblaciones de linfocitos T IFN-y* y CXCR3* en homeostasis se
utilizaron ratones CD4 Cre Trim33 fx/fx y CD4 WT Trim33 fx/fx como control de 10
semanas (jovenes) y de mas de 40 semanas de edad (viejos). Se analizaron los
ganglios linfaticos periféricos (axilares, braquiales e inguinales), los ganglios
linfaticos mesentéricos y el bazo. Luego de disgregar los 6rganos, las células se
procesaron como se describe en la Seccion 7.8.
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7.11 Inoculaciéon de Células de Melanoma Murino

Para estos experimentos se utilizaron ratones CD4 Cre Trim33 fx/fx y CD4 WT
Trim33 fx/fx como control, de 11 semanas de edad al inicio del experimento
criados en una misma caja. Se utilizé la linea celular B16 de melanoma murino
(Overwijk & Restifo, 2001). Las células se descongelaron y se expandieron por
una semana en RPMI Suplementado (5% SFB, HEPES 25 uM) a 37°C 5%CO:.
Los ratones se rasuraron un dia antes de inocular las células B16. El dia del
experimento, las células fueron tratadas con tripsina-EDTA 0.25% (Thermofisher,
25200072), se resuspendieron en PBS (5mL) y se contaron como se detallé
anteriormente (Seccién 7.4). Luego, las células se diluyeron a una concentracién
de 108 células/mL. Se inocularon 10° células/ratén en un volumen de 100 uL
subcutdneamente en el lomo del raton.

A partir del dia 5 se midi6 el tumor utilizando un Calibre de Vernier y se calculd el
volumen tumoral utilizando la siguiente férmula.

I
Volumen tumoral = g * Didmetro menor? x Diametro mayor

En el dia 14 post-inoculacién se sacrificaron los ratones. Se obtuvieron: ganglios
linfaticos drenantes (inguinales), ganglios linfaticos no drenantes (axilares y
braquiales), Bazo y el Tumor sin piel para aislar TILs (“Tumor Infiltrating
Lymphocytes”). Los ganglios y el bazo se prepararon como se describe en el
Anexo |. Los eritrocitos del bazo se lisaron con ACK (1mL/1 min) y se inactivl con
4 mL de RPMI Suplementado. Los 6rganos se resuspendieron en 1 mL. El tumor
se peso antes de procesarlo. Luego de pesarse, los tumores se cortaron en seco
con tijeras de diseccion y se suspendieron en 1 mL de Medio de Digestion (RPMI
Suplementado, Colagenasa 1mg/mL, DNAsa 100 ug/mL) para pasar a tubos
Falcon de 15 mL. Se lavo con otro mL si era necesario y se llevdé a 5 mL de medio
de digestion. Todos los tumores se pusieron a digerir a 37°C en agitacion (250
rpm) durante 1 h.

Luego de eso se pasoé el liquido a otro tubo Falcon por una malla. Lo que quedod
en la malla se disgregd con el émbolo de 1 jeringa. Luego se resuspendié con el
mismo medio y se incorpor6 al tubo Falcon. Se centrifugé a 1500 rpm (300 g) 5
min y se decant0. Se resuspendid6 en 1 mL de RPMI sumplementado y se
afnadieron 4 mL de Medio de Gradiente (Optiprep 4.57 mL, Tricina 2.5 mL, PBS
3.13 mL para 10 mL). Se mezcl6 y luego se afadio 1 mL de RPMI Suplementado
sobre la mezcla cuidando la separacion de fases. Se centrifugd a 2750 rpm por 20
min sin freno. Posteriormente se tomaron las células en la interfase y se lavaron
con 5 mL de RPMI suplementado. Se lisaron eritrocitos con ACK (1mL/1min) y se
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inactivdé con 4 mL de RPMI suplementado. Las células se resuspendieron en 200
uL para realizar la reestimulacion y la tincidn intracelular (Seccién 7.8).

7.14 Adquisicion de muestras

Las muestras se adquirieron en un citometro de flujo Attune NXT (ThermoFisher)
localizado en el Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo (LABNALCIT) del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. El andlisis de las mismas se
llevo a cabo en el software FlowJo 10 para delimitar las poblaciones de interés y
obtener asi su frecuencia, intensidad media de fluorescencia y nimeros totales.
Las poblaciones positivas en los experimentos de fenotipo basal de 10 semanas
se delimitaron utilizando controles de fluorescencia menos uno (Anexo lll)

7.15 Anéalisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron con el programa GraphPad Prism 8. Para
comparar las frecuencias, intensidades media de fluorescencia y nUmeros totales,
entre los grupos de ratones control y TIF1ly -/-, de un mismo 6rgano se utilizaron
pruebas de t de Student. Para comparar las diferencias entre ratones de 10
semanas y ratones de mas de 40 semanas de edad y para analizar el crecimiento
tumoral se utilizaron ANOVA de 2 vias. Los resultados se consideraron
significativos con p<0.05. . Para calcular los valores de IC50 se utilizo la
calculadora en linea de AAT Bioquest (https://www.aatbio.com/tools/ic50-
calculator) detallada en el Anexo IV.
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8. Resultados
8.1 Fenotipo en homeostasis de linfocitos T de ratones jévenes y viejos

Para conocer si la eliminacién condicional de TIFly afecta las poblaciones de
linfocitos Thl y CTLs en homeostasis, se seleccionaron poblaciones de linfocitos T
de los ganglios linfaticos periféricos (GLP), los ganglios linfaticos mesentéricos
(GLM) y el bazo de ratones CD4 Cre TIF1ly fx/fx (TIF1ly -/-) y CD4 WT TIF1y fx/fx
(Control) de 10 semanas de edad (jovenes) (Figura 6A). Se analizaron las
poblaciones IFNy*, que expresaran o no CXCR3*, en células CD4* y CD8*
(Figura 6B). Ademas, también se analizaron las mismas poblaciones de ratones
de mas de 40 semanas de edad (viejos) (Figura 6C)

No se observaron diferencias en la frecuencia de células CD4* ni CD8* totales
entre los grupos de ratones jovenes en ninguno de los 6rganos analizados (Figura
6D, E).Tampoco se observaron diferencias entre las poblaciones CD4* totales de
ratones control y TIF1ly -/- viejos (Figura 6D). Por otro lado, la frecuencia de las
poblaciones CD8* incrementdé entre 10% y 20% en los distintos 6rganos de
ratones control viejos con respecto a los ratones jovenes del mismo genotipo. Sin
embargo, el incremento de estas poblaciones en condiciones fisioldgicas normales
no pudo observarse en los ratones viejos TIFly -/- donde las frecuencias se
mantuvieron similares a las de los ratones jovenes TIF1ly -/- (Figura 6E).

Cuando analizamos especificamente la poblacion CD4* IFN-y* CXCR3* de los
distintos grupos de ratones, no observamos diferencias entre los dos grupos de
ratones jovenes. No obstante, en los ratones control podemos observar que la
frecuencia de esta poblacion aumenta 50% en los GLP y el bazo del grupo de
ratones viejos con respecto a la frecuencia en el grupo de ratones jévenes (Figura
6F). También observamos que en ratones viejos TIF1ly -/- este incremento no esta
presente en ninguno de los érganos analizados (Figura 76F). Cuando analizamos
la misma poblacion (IFN-y* CXCR3™") de linfocitos CD8* observamos una vez mas
el mismo fenotipo: las frecuencias incrementan 50% aproximadamente en todos
los érganos analizados durante la vejez en los ratones control y esto no se
observa en los ratones TIF1ly -/- (Figura 6G).

También se analizaron las poblaciones IFN-y* CXCR3- (Figura 6H, ). Tampoco se
observaron diferencias entre los grupos de ratones jovenes en esta poblacion.
Ademas, las células CD4* de esta poblacion presentaron un fenotipo variable
dependiendo del érgano analizado. Por un lado, en los GLP se recapitulo el
fenotipo observado en las poblaciones IFN-y* CXCR3* pues la frecuencia
incrementd de 2% en ratones control jbvenes a 6% en ratones control viejos. No
obstante, en los GLM y en el bazo el incremento de esta poblacion durante la
vejez se observo tanto en los ratones control como en los ratones TIF1y -/- (Figura
6H).Por su parte, las frecuencias de linfocitos CD8* IFN-y* CXCR3" en todos los
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organos linfoides analizados también incrementaron 50% durante el
envejecimiento en ratones control y TIF1y -/- (Figura 6l).

También analizamos el nivel de produccion de IFN-y y expresion de CXCR3 en los
grupos de ratones jovenes (Figura 7A) EIl nivel de produccion de IFN-y en las
poblaciones IFN-y* CXCR3* e IFN-y* CXCR3™ no cambio entre los grupos control y
TIFly -/- de ratones jovenes (Figura 7B, C, F, G). Por su parte, el nivel de
expresion de CXCR3 en las poblaciones CD4* IFN-y* CXCR3* y CD8* IFN-y*
CXCR3* en general no fue diferente entre los ratones control y TIF1ly -/- pero
mostro un incremento moderado en la poblacion CD4* del bazo de ratones TIF1y -
/- en comparacion con la poblacion control (Figura 7D) y disminuyo
moderadamente en la poblacion CD8* de GLM (Figura 7E).

Cuando analizamos el nivel de produccién de IFN-y y de expresion de CXCR3
comparando ratones control y TIFly -/- viejos (Figura 8 A) observamos una
disminucion del 20 -25% en el nivel de produccion de IFN-y de la poblacion CD4*
IFN-y* CXCR3* en todos los 6rganos analizados de los ratones TIF1y -/- (Figura 8
B). Una disminucién similar se observo en las poblaciones CD8* IFN-y* CXCR3* y
CXCRS3 de los ganglios linfaticos periféricos de los ratones TIFly -/- (Figura 8 B,
F) y con el nivel de expresién de CXCR3 en la poblacion CD8* IFN-y* CXCR3* del
mismo organo (Figura 8 D).

También se analizaron los numeros totales de linfocitos CD4* y CD8* de las
poblaciones de interés (Figura 9A). No se encontraron diferencias en los nUmeros
de las poblaciones CD4* y CD8* totales en ninguno de los 6érganos analizados en
ratones de mas de 40 semanas (Figura 9 B, C). Tampoco se observaron cambios
significativos en los numeros de células CD4* IFN-y* CXCR3* (Figura 9 D) ni
CXCRS3 (Figura 9 F) aunque hubo una tendencia a menor numero celular en los
GLP y bazo de los ratones TIF1ly -/- como se observo en las frecuencias celulares.
Algo parecido se observo en las poblaciones CD8* IFN-y* CXCR3* (Figura 9 E) y
CXCRS3 (Figura 9 G) pero en este caso, alcanzé significancia estadistica para la
poblacion CD8* IFN-y* CXCR3* de los GLP (Figura 9 E). Desafortunadamente, el
dato de numeros totales de células en ratones jévenes no se calculé y habra que
determinarlo en futuros experimentos.
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Figura 7.Andlisis de produccion de IFN-y y expresion de CXCR3 en linfocitos CD4 y CD8 de
ratones control y deficientes de TIFly de 10 semanas de edad en homeostasis. A)
Histogramas representativos de la Intensidad media de fluorescencia (IMF) de IFN-y y CXCR3 en
las poblaciones IFN-y* CXCR3* e IFN-y* CXCR3:. B - E) IMF normalizada (con respecto al grupo
de ratones control de cada 6rgano) de IFN-y (B, C) y CXCR3 (D, E) de la poblacion IFN-y* CXCR3*
de células CD4* (B, D) y CD8* (C, E) en distintos drganos linfoides de ratones control (barras
claras) y deficientes de TIF1ly (TIFly -/-, barras negras) de 10 semanas de edad. F, G) IMF
normalizada de IFN-y de la poblacidn IFN-y* CXCR3- de células CD4* (F) y CD8* (G) en distintos
organos linfoides de ratones control y TIF1ly -/- de 10 semanas de edad. GLP, Ganglios linfaticos
periféricos. GLM, Ganglios linfaticos mesentéricos. Cada barra representa: n = 10-11 ratones por
grupo, 3 experimentos independientes. *=p<0.05 entre ratones control y TIFly -/- en el mismo
drgano.
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Figura 8.Andlisis de producciéon de IFNy y expresion de CXCR3 en linfocitos CD4 y CD8 de
ratones control y deficientes de TIF1ly de mas de 40 semanas de edad en homeostasis. A)
Histogramas representativos de la Intensidad media de fluorescencia (IMF) de IFN-y y CXCR3 en
las poblaciones IFN-y* CXCR3* e IFN-y* CXCR3-. B - E) IMF normalizada (con respecto al grupo
de ratones control de cada 6rgano) de IFN-y (B, C) y CXCR3 (D, E) de la poblacién IFN-y* CXCR3*
de células CD4* (B, D) y CD8* (C, E) en distintos érganos linfoides de ratones control (barras
claras) y deficientes de TIF1y (TIF1y -/-, barras negras) de méas de 40 semanas de edad. F, G) IMF
normalizada de IFN-y de la poblacién IFN-y* CXCR3- de células CD4* (F) y CD8* (G) en distintos
organos linfoides de ratones control y TIFly -/- de mas de 40 semanas de edad. GLP, Ganglios
linfaticos periféricos. GLM, Ganglios linfaticos mesentéricos. Cada barra representa: n = 9-10
ratones por grupo, 3 experimentos independientes. *=p<0.05 entre ratones control y TIF1y -/- en el
mismo érgano.
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Estos resultados muestran que en ratones jovenes la deficiencia de TIF1y no tiene
ningun efecto en las frecuencias de poblaciones de linfocitos IFN-y*. No obstante,
el incremento fisiolégico de las poblaciones IFN-y* CXCR3* (CD4* y CD8*)
observado en ratones control viejos no ocurre en ratones de la misma edad TIF1y -
/-. Sin embargo, esto no es general de todas las células IFN-y*. Las poblaciones
IFN-y* CXCR3" incrementaron durante el envejecimiento en ratones control y TIF1ly
-/- en casi todas las poblaciones CD4* y CD8* excepto en la poblacién CD4* del
GLP donde se recapituld lo observado en las poblaciones IFN-y* CXCR3*. Estos
resultados muestran que TIFly no regula el porcentaje de células IFN-y* en
homeostasis pero regula el incremento de poblaciones IFN-y* CXCR3* durante el
envejecimiento.

8.2 Polarizacion in vitro hacia fenotipos Thl y Th2 de linfocitos T
cooperadores deficientes de TIF1y.

Para averiguar si la deficiencia de TIF1ly afectaba la polarizacion de linfocitos T
cooperadores (CD4%) y la produccién de IFN-y in vitro se purificaron linfocitos CD4*
“‘naive” (CD4* CD62L* CD44) de GLP y bazo de ratones control y TIFly -/
(Anexo 1) y se polarizaron hacia los fenotipos Thl, Th2 y ThO. Se ha mostrado
que el TGF-B inhibe la polarizacion hacia estos fenotipos efectores (David &
Massagué, 2018), debido a ello, se probo si el TGF-B en cultivo in vitro (1 ng/mL)
era capaz de inhibir la produccion de IFN-y de células CD4* deficientes de TIF1y.

Se seleccionaron las células CD4* vivas excluyendo dobletes para su analisis
(Figura 10 A). La polarizacién de las células CD4* hacia el fenotipo Thl indujo un
30% de células IFN-y* (Figura 10 B, C). No se observaron diferencias entre el
grupo de células provenientes de ratones control y los ratones TIF1y -/- (Figura 10
B, C). Ademas el TGF- inhibié en 60% la produccion de IFN-y por células CD4*
de ratones control y TIFly -/- (Figura 10 B, C). Tampoco se observaron
diferencias en la produccion de IFN-y en los linfocitos polarizados hacia Th2 o ThO
y ninguno de estos grupos expresd mas de 5% de células IFN-y* (Figura 10 B, C).
Ademas, no hubo diferencias en el nivel de produccion de IFN-y entre el grupo de
ratones control y TIFly -/- en las distintas poblaciones analizadas aunque las
células en condiciones polarizantes a Thl siempre tuvieron un mayor nivel de
produccion que las otras poblaciones y el TGF-f disminuyé en 50% el nivel de
produccion de todos los fenotipos analizados (Figura 10 D).

Estos resultados indican que la polarizacion in vitro hacia el fenotipo Thl,
determinada por la produccion de IFN-y, no se ve modificada por la ausencia de
TIF1ly en las células CD4*. Ademas muestran que el TGF-B, es capaz de inhibir la
produccion de IFN-y de manera independiente de la presencia de TIF1y.

40



- B
-1 O (8]
2 3
g i '
'Aqua Zombie FSCA CDAPB
B Control TIFLy -/- Control +TGF-B  TIFly -/- +TGF-B
3.12 3.99 1.19 1.01
o1 ]
=l ] ;.
|_
2 L |
29.0 33.3 10.3 12.3
C 501 0 Control ) ., 47 3 Control
W TRy~ Zz T M TIFly /-
£ 5 407 =L
Z N0 @© s
L O 304 T a
[0 N O
(%] S R 2.
<3 T 6
E) 8 204 £ o
g2 5% 1
0- S g | Nl 'Hil Hi—

ThO Thl Th2 ThO Thl Th2

+TGF-B

ThO Thl Th2

Thi Th2
+TGF-B

Figura 10.Polarizacion in vitro de linfocitos T CD4* hacia fenotipos Thl y Th2. Cocultivo de
linfocitos CD4* CD62L* CD44- con espenocitos irradiados, en condiciones polarizantes hacia ThO,
Thl o Th2 en presencia o0 ausencia de TGF-B (1 ng/mL). A) Las células CD4* se seleccionaron por
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independientes.
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8.3 Efecto de la inhibicion por TGF-£ in vitro

Se ha mostrado que TIF1ly regula la sensibilidad al TGF- en células troncales
hematopoyéticas a través de ubiquitinar al TGF-BRI (Quéré et. al., 2014). Por ello,
se analizo el efecto del TGF-B en células CD4* en condiciones polarizantes hacia
Th1l in vitro (Figura 11 A). Primero se realizé una condicidén de cultivo bloqueando
cualquier cantidad de TGF-B presente en el medio afiadiendo un anticuerpo
neutralizante de TGF-f al cultivo in vitro (Figura 11 B). Luego, para averiguar si la
ausencia de TIFly modifica la sensibilidad al TGF-B de los linfocitos CD4*, se
realiz6 una curva dosis-respuesta con concentraciones de TGF- entre 0.001
ng/mL y 1 ng/mL ademés de una muestra control sin TGF-B (0 ng/mL)(Figura 11
C). Las células CD4* se analizaron con base en la producciéon de IFN-y y la
expresion de CXCR3 que presentaban (Figura 11 B, C).

Se observé que el TGF-B inhibe de manera dependiente de la dosis la frecuencia
de linfocitos CD4* IFNy* CXCR3* en las células que expresan TIFly. Esta
inhibicion fue significativa estadisticamente a partir de 0.05 ng/mL (Figura 11 D).
Al afadir el anticuerpo neutralizante contra TGF-f no aumentd significativamente
la frecuencia de células CD4* IFN-y* CXCR3* con respecto a la condicion sin TGF-
B (Figura 11 D). Sin embargo, esta poblacidbn no se expresd correctamente en
células de ratones TIF1ly-/- por lo que su frecuencia siempre fue menor a 1.5%
independientemente de la concentracién de TGF- presente en el cultivo e incluso
neutralizando cualquier cantidad de TGF-p presente en el medio (Figura 11 B), la
frecuencia de esta poblacién no se recupero al nivel del grupo control (Figura 11
D).

Por otro lado, el TGF-B inhibio la poblacién de linfocitos CD4* IFNy* CXCR3 de
manera dependiente de la dosis en ratones control y TIF1ly -/- y no se encontrd
diferencia entre ambos grupos (Figura 11 E). En este caso, la frecuencia de la
condicion sin TGF-f del grupo TIF1ly -/- fue mayor que la del grupo control (44.8%
y 31.15%, respectivamente) aunque no alcanzé significancia estadistica. Estos
resultados sugieren que la deficiencia de TIF1ly no afecta la produccién de IFN-y
sino la expresién de CXCR3.

La concentracion inhibitoria 50 (IC50) del TGF-$ fue similar entre las poblaciones y
fenotipo analizados siendo menor para la poblacién IFN-y* CXCR3* (Control: 0.029
ng/mL; TIFly -/-: 0.022 ng/mL) y mayor en la poblacion IFN-y* CXCR3- (Control:
0.035 ng/mL; TIFly -/-: 0.039 ng/mL) (Valores calculados a partir de los datos
mostrados en la Figura 13 D, E ajustados al modelo descrito en el Anexo V).
Esto confirma que la ausencia de TIFlyen linfocitos CD4* no modifica la
sensibilidad de estas células al TGF-B pero afecta la expresion de CXCR3 en
estas células.
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El nivel de produccion de IFN-y en ambas poblaciones celulares (IFN-y* CXCR3* e
IFN-y* CXCR3") disminuyd dependiendo de la concentracion de TGF-B presente
en el medio en las células de ratones control (Figura 12 A, C). El nivel de
produccion de IFN-y en las células de ratones KO siguid la misma tendencia en la
poblacion IFN-y* CXCR3- (Figura 12 C) pero se mantuvo estable en las células
IFN-y* CXCR3* aunque en ninguna condicion la diferencia entre las células control
y TIF1y -/- fue estadisticamente significativa (Figura 12 A). Por otra parte, a pesar
de las diferencias en la frecuencia de células IFN-y* CXCR3* entre ratones control
y TIF1ly -/-, el nivel de expresion de CXCR3 en esta poblacion se mantuvo estable
en todas las condiciones analizadas (Figura 12 B).
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muertas, dobletes y células CD4. B, C) Graficas de puntos representativas mostrando la
produccion de IFN-y y la expresion de CXCR3 de células CD4* de ratones control (fila superior) y
TIF1y -/- (fila inferior) polarizadas hacia el fenotipo Th1l con anticuerpo neutralizante contra TGF- 3
(B) o distintas concentraciones de TGF-B (0-1 ng/mL) (C). D) Grafica de dosis-respuesta de la
frecuencia de células CD4* IFN-y* CXCR3* de ratones control (circulos claros) y TIF1ly -/- (circulos
oscuros) con anticuerpo neutralizante o distintas concentraciones de TGF-B.D) Gréafica de dosis-
respuesta de la frecuencia de células CD4* IFN-y* CXCR3* de ratones control y TIFly -/-, con
anticuerpo neutralizante o distintas concentraciones de TGF-p.

+=p<0.05; +=p<0.01, con respecto a la condicién sin TGF-B (0 ng/mL) del grupo control. *=p<0.05;
**=p<0.01, entre grupo control y TIF1ly -/- con la misma concentracion de TGF-f. n= 7 ratones por
grupo. 3 experimentos independientes.
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Figura 12.Inhibicién de IFN-y y CXCR3 por TGF-$ en células deficientes de TIF1ly. Cocultivo de
linfocitos T CD4* con esplenocitos irradiados, en condiciones polarizantes hacia Thl con
anticuerpo contra TGF-p (Anti TGF-B) o distintas concentraciones de TGF-B. A, B) Gréfica de
dosis-respuesta de la intensidad media de fluorescencia (IMF) normalizada (con respecto a la
condicién en ausencia de TGF-$ en células control) de IFN-y (A) y CXCR3 (B) de la poblacionCD4+
IFN-y* CXCR3* de ratones control (circulos claros) y TIF1ly -/- (circulos oscuros), con distintas
concentraciones de TGF-B. C) Grafica de dosis-respuesta de la intensidad media de fluorescencia
(IMF) normalizada (con respecto a la condicién en ausencia de TGF-p en células control) de IFN-y
de células CD4* IFN-y* CXCR3- de ratones control y TIF1ly -/- con distintas concentraciones de
TGF-B. n=7 ratones por grupo. 3 experimentos independientes.

Estos resultados muestran que el TGF-B es capaz de inhibir casi totalmente la
produccion de IFN-yen las poblaciones analizadas. Unicamente el 2% de las
células tratadas con 1 mg/mL de TGF-f son capaces de producir IFN-y. Ademas,
muestran que la expresion de CXCR3 en la poblacion IFN-y* CXCR3* depende de
TIF1ly y es independiente de la concentracion de TGF-B presente en el medio. Lo
anterior sugiere que TIFly podria estar actuando rio abajo de otras vias de
sefalizacion distintas a la del TGF- para regular la expresion de CXCR3.
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8.4 Respuesta anti-tumoral de ratones deficientes de TIF1ly

Para analizar si las células T de ratones deficientes de TIF1y presentaban defectos
funcionales durante un proceso inflamatorio evaluamos su capacidad de inhibir el
crecimiento tumoral en un modelo de melanoma. Durante el desarrollo tumoral, la
sefalizacion por TGF- y la sefalizacion por IFN-y tienen un papel central y
antagonico. Por ello inoculamos a los ratones TIFly -/- y ratones control con
células B16. Estas células son una linea celular de un melanoma murino que
surgio espontaneamente y constituyen uno de los principales modelos murinos
para el estudio del desarrollo de cancer (Overwijk & Restifo, 2001). Todos los
ratones de cada repeticion experimental se mantuvieron en una misma caja
durante todo el experimento. Se monitore6 el tamafio tumoral cada dia a partir del
dia 5 postinoculacion (p.i.) donde todos los ratones excepto uno presentaron un
tumor visible (Figura 13 A). En el dia 14 p.i. los ratones fueron sacrificados. A
partir del dia 11 p.i. el volumen del tumor de los ratones control presentdé un
crecimiento significativo al compararlo con el volumen del mismo grupo al dia 5
(Figura 13 A). Por su parte, el tumor de los ratones TIF1ly-/- no presenté un
crecimiento significativo sino hasta el dia 12 lo cual representa un retraso de 1 dia
en el crecimiento tumoral del grupo de ratones TIFly-/- (Figura 13 A). No
obstante, la diferencia de volumen entre ratones control y TIF1ly -/- no alcanzé
significancia estadistica aunque presenté una tendencia de mayor diferencia el
altimo dia analizado (p=0.0502) (Figura 13 A). Tampoco se observé una
diferencia significativa en el peso de los tumores de ambos fenotipos (Figura 13
B). Para analizar por citometria las poblaciones de linfocitos CD4* y CD8*
productores de IFN-yy que expresaran CXCR3 se realiz0 la estrategia de analisis
mostrada en la Figura 13 C, D.

La frecuencia de células CD4* y CD8* totales no fue distinta entre ratones control
y TIF1y -/- inoculados con células de melanoma (Figura 13 D, E). Unicamente la
poblacion de linfocitos CD4* totales del bazo de ratones TIFly-/- mostrd una
disminucién significativa con respecto al grupo de ratones control (Figura 13 F).
Cuando analizamos las poblaciones IFN-y* CXCR3* no encontramos diferencias
en las células CD4* (Figura 15 F) y en las células CD8* solamente observamos
diferencias en los ganglios linfaticos no drenantes (GLND) con una menor
frecuencia en el grupo de ratones TIF1y-/- con respecto al grupo control (Figura 15
G). No se encontraron diferencias entre ratones control y TIFly -/- en las
frecuencias de poblaciones CD4* IFN-y* CXCR3" (Figura 15 H) y CD8* IFN-y*
CXCR3 (Figura 151).
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Figura 13. Inmunidad antitumoral en ratones deficientes de TIFly. Analisis del crecimiento
tumoral y poblaciones de linfocitos Thl y CTLs al dia 14 post-inoculacién. A) Grafica de
crecimiento tumoral en ratones control (circulos claros) y TIF1ly-/- (circulos oscuros). B) Peso del
tumor de ratones control (barra clara) y TIFly-/- (barra oscura) en el dia 14 post-inoculacién. C)
Estrategia de analisis de poblaciones IFN-y* y CXCR3* de linfocitos CD4* y CD8* en distintos
organos. D, F) Frecuencias de células CD4* totales (D), IFN-y* (E) y CXCR3* (F) de ratones control
(barras claras) y TIF1y-/- (barras oscuras) en distintos 6rganos. G, 1) Frecuencias de células CD8*
totales (G), IFN-y+ (H) y CXCR3+ (I) de control y TIFly-/- en distintos 6rganos. *=p<0.05 entre
ratones control y TIF1ly-/- en el mismo 6rgano. n=14-17 ratones por grupo. 3 experimentos
independientes.
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Figura 14.Inmunidad antitumoral en ratones deficientes de TIFly. Andlisis de poblaciones de
linfocitos Thl y CTLs al dia 14 post-inoculacién. A - D) Intensidad media de fluorescencia (IMF)
normalizada (con respecto al grupo WT de cada 6rgano) de IFNy (A, B) y CXCR3 (C, D) de la
poblacion IFNy* CXCR3* de células CD4* (A, C) y CD8* (B, D) en distintos érganos linfoides de
ratones silvestres (WT, barras claras) y deficientes de TIFly (KO, barras negras). E, F) IMF
normalizada (con respecto al grupo WT de cada 6rgano) de IFNy de la poblacién IFNy* CXCR3- de
células CD4* (E) y CD8* (F) en distintos 6rganos linfoides de ratones WT (barras claras) y KO
(barras negras). GLND, Ganglios linfaticos no drenantes. GLD, Ganglios linfaticos drenantes. TILs,
Linfocitos Infiltrados del Tumor. n = 14-17 ratones, 3 experimentos independientes. *=p<0.05 entre
grupo WT y KO del mismo érgano.

Los niveles de produccion de IFN-y y expresion de CXCR3 en las células CD4*
IFN-y* CXCR3" fueron similares entre ratones control y TIFly -/- (Figura 14 A, B,
D). Lo mismo ocurrié con el nivel de produccién de IFN-y de los linfocitos CD4*
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IFN-y* CXCR3" (Figura 14 F). En las células CD8* Unicamente se encontraron
cambios en los niveles de IFN-y. La produccion de esta citocina en las poblaciones
CD8* IFN-y* (CXCR3* y CXCR3") fue menor en los ganglios linfaticos no drenantes
(GLND) del grupo de ratones TIFly-/- con respecto al nivel de produccién en el
mismo o6rgano del grupo control (Figura 14 C, G). Este fenotipo también pudo
observarse en la poblacion CD8* IFN-y* CXCR3" del bazo (Figura 14 G). Por su
parte los niveles de expresion de CXCR3 en linfocitos CD8* IFN-y* CXCR3* no
cambiaron entre ratones control y TIF1ly -/- en ninguno de los 6rganos analizados
(Figura 14 E).

También se analizaron los numeros totales de las distintas poblaciones celulares
(Figura 15A). El nimero de células CD4* y CD8" totales no se modificO por
ausencia de TIF1ly en ninguno de los érganos analizados (Figura 15 B, C). El
namero total de células IFN-y* CXCR3* e IFN-y* CXCRS3 de la poblacion CD4* no
cambio significativamente entre los ratones control y TIFly -/- (Figura 15 D, F)
aunque en los érganos linfoides, hubo una tendencia a un menor niumero en los
ratones TIF1y-/- y en el tumor el nUmero tendié a ser mayor en el grupo TIF1y-/-.
La tendencia observada en los drganos linfoides también se observé en la
poblacion CD8* IFN-y* CXCR3* y fue significativa en todos los 6rganos linfoides
(Figura 15 E). Esta tendencia también se observé en TILs y en la poblacion CD8*
IFN-y* CXCR3  de todos los 6rganos analizados pero la diferencia no fue
significativa (Figura 15 G).
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Figural5. Inmunidad antitumoral en ratones deficientes de TIFly. Andlisis de poblaciones de
linfocitos Thl y CTLs al dia 14 post-inoculacion. A, B) Numeros de linfocitos CD4*totales (A) y
CD8 totales de ratones control (WT, barras claras) y deficientes de TIF1y (KO, barras oscuras) en
distintos organos. C, D) Nimeros de linfocitos IFNy* CXCR3* en la poblacion CD4* (C) y CD8*(D)
de ratones WT y KO en distintos 6érganos. E, F) Numeros de linfocitos IFNy* CXCR3 en la
poblacién CD4* (E) y CD8* (F) de ratones WT y KO en distintos érganos. GLND, Ganglios linfaticos
no drenantes. GLD, Ganglios linfaticos drenantes. TILs, Linfocitos Infiltrados del Tumor. n=14-17
ratones por grupo. 3 experimentos independientes.*=p<0.05 entre grupo WT y KO del mismo
drgano.

Estos resultados muestran que la deficiencia de TIF1y en células T afecta distintos
aspectos de la respuesta inmunoldgica contra tumores y de las poblaciones de
linfocitos IFN-y*. En primer lugar, disminuye el crecimiento tumoral pero no
modifica las frecuencias de linfocitos CD4" IFN-y* y CD8* IFNy*. La deficiencia de
TIF1y unicamente disminuye la frecuencia de células CD8" IFNy* CXCR3* en
GLND. En segundo lugar, esta deficiencia afecta el nivel de produccion de IFN-
vy de poblaciones especificas de GLND y bazo. En tercer lugar, induce una
reduccion significativa del namero de linfocitos CD8* IFN-y* CXCR3* y esta
tendencia se mantiene en todas la poblaciones de CD4* y CD8" excepto en las
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células CD4* IFN-y* (CXCR3* y CXCR3") de TILs donde se observa el efecto
inverso por ausencia de TIF1y.

En conjunto, todos los resultados obtenidos en los distintos contextos
experimentales muestran que los efectos y respuestas celulares dependientes de
TIF1ly dependen del érgano analizado y el tipo de microambiente presente en el
mismo pero la poblacion mas afectada en todos los casos en la de células, CD4*y
CD8*, IFN-y* CXCR3*,

9. Discusion

Se ha mostrado que la familia de proteinas TRIM juega un papel central en la
regulacion de diversos procesos inmunolégicos (Chikuma et. al., 2012; Versteeg
et. al.,, 2014). TIF1ly en particular es una proteina sumamente interesante pues
regula la respuesta celular al TGF-B cooperando o compitiendo con su via
canonica de sefalizacion dependiendo del contexto celular y la disponibilidad de
SMAD4 (He et. al., 2006; Xi et. al., 2011). Esta proteina participa en el desarrollo y
activacion de distintas células inmunoldgicas (Demy et. al., 2017; Doisne et. al.,
2009; Ferri et. al., 2015; Tanaka et. al., 2018). En este trabajo caracterizamos la
participacion de TIFly en la diferenciacion de los linfocitos Thl y los linfocitos
CTLs a través de medir la produccién de IFN-y y la expresidon de CXCR3 en
distintos contextos celulares.

En condiciones de homeostasis en ratones jovenes, la deficiencia de TIF1ly no
afectd las frecuencias de poblaciones de células CD4* y CD8*. Esto concuerda
con una publicacion donde muestran que la Unica poblacién timica afectada por la
falta de TIF1ly son las células iINKT que muestran defectos en su maduracion y
supervivencia (Doisne et. al., 2009). Tampoco se observaron defectos en el
porcentaje de linfocitos IFN-y* CXCR3* e IFN-y* CXCR3-, CD4* y CD8* de ratones
jovenes deficientes de esta proteina. Al comparar las mismas poblaciones en
ratones control jovenes con poblaciones de ratones viejos, fue posible observar
que el incremento fisiolégico de las frecuencias de células IFN-y* que se ha
reportado ampliamente en la literatura (Wakikawa, Utsuyama, Wakabayashi,
Kitagawa, & Hirokawa, 1999; Yen, Lin, Huang, & Lin, 2000; Goronzy & Weyand,
2017). No obstante, este incremento no ocurrié en las poblaciones IFN-y* CXCR3*
del grupo de ratones deficientes de TIF1ly. Ademas, la menor frecuencia de células
IFN-y* CXCR3" en ratones TIF1y-/- viejos correlaciond con una disminucion en la
produccion de IFN-y en esta poblacion de células CD4* en los distintos 6rganos
analizados. También se pudo observar una tendencia a la baja en los numeros
totales de esta poblacion CD4*y CD8".

Ratones deficientes de SMAD4 especificamente en linfocitos T tienen una menor
esperanza de vida que los ratones control y presentan inflamacion colorectal (Kim
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et. al., 2006). Nosotros observamos que el fenotipo inflamatorio asociando a la
vejez estéd disminuido en los ratones deficientes de TIF1ly. La hipétesis de que la
sefalizacion de TGF-f a través de TIFly y SMAD4 puede inducir respuestas
celulares diferentes, y en este caso antagonicas, concuerda con estos resultados.
Es posible que los ratones deficientes de TIF1ly, al expresar bajos niveles de IFN-y
durante la vejez, tengan un fenotipo general semejante al de los ratones jovenes
control y opuesto a los ratones deficientes de SMADA4. Analizar si la esperanza de
vida de ratones TIF1ly-/- es mayor que la de los ratones control respaldaria esta
hipotesis. Ademas, seria interesante averiguar si los niveles de otras citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias se encuentran disminuidos durante la vejez en
este grupo de ratones con respecto a ratones control. También habria que realizar
un andlisis mas minucioso donde se evalle si la disminucién de poblaciones IFN-
v* en ausencia de TIF1ly, promueven diferencias en la inflamacién basal de tejidos
en ratones viejos haciendo cortes histologicos de tejidos como colon, pulmén e
higado donde se esperaria observar un menor infiltrado linfocitario, o cambios en
tejido adiposo como celularidad disminuida. Ademas, es necesario averiguar la
suceptibilidad de los ratones TIF1ly -/- viejos a otros retos inmunolégicos como
infecciones bacterianas o0 modelos de autoinmunidad.

No obstante, los ensayos realizados no nos permiten determinar las causas del
fenotipo observado durante el envejecimiento. Hace falta determinar si el hecho de
que las frecuencias de poblaciones IFN-y* no aumentaran con la edad en ratones
deficientes de TIFlycomo lo hacen en ratones control, es consecuencia de
problemas en el desarrollo y la activacion de las células IFN-y* en la vejez o por
problemas en el mantenimiento y supervivencia de poblaciones IFN-y* generadas
durante la juventud como poblaciones de memoria. Ademas, seria interesante
averiguar si diversos procesos fisiopatoldgicos asociados con la vejez como
enfermedades cronico-degenerativas, enfermedades autoinmunes y cancer,
mejoran 0 no son tan perjudiciales en ratones deficientes de TIF1ly. Lo anterior
seria de gran utilidad en la clinica y posicionaria a TIF1ly como una molécula
blanco para el tratamiento de éstas patologias.

Los resultados obtenidos in vitro muestran que TIFly no participa en la
polarizacion de novo de linfocitos T CD4* “naive” hacia el linaje Thl analizado por
la produccion de IFN-y. Sin embargo, estos resultados no coinciden con los
resultados obtenidos por la doctora Paula Licona durante su estancia posdoctoral
(datos no publicados) donde se encontraba un incremento en la producciéon de
IFN-y en ausencia de TIF1y. Esto puede deberse a diferencias en la metodologia
utilizada.

Los resultados en este trabajo indican que la polarizacién in vitro hacia el fenotipo
Thl, determinada por la produccion de IFN-y, no se ve modificada por la ausencia

52



de TIFly en las células CD4*. Esto concuerda con lo observado in vivo en los
ratones jovenes donde no hay diferencias en las poblaciones IFN-y* a las 10
semanas de edad. Seria interesante realizar cultivo in vitro con linfocitos
proveniente de ratones TIFly-/- de mas de 40 semanas de edad donde
observamos diferencias con respecto al grupo control de la misma edad.

Recientemente, Tanaka et. al. describié que la ausencia de TIFly induce una
sobreexpresion de IL-10 en células Th1l7 (Tanaka et. al., 2018). La IL-10 es una
citocina antiinflamatoria que podria estar inhibiendo in vivo e in vitro la activacion
celular de APCs y linfocitos. Es posible que en otros fenotipos efectores como Thl
TIFly también se encargue de inhibir la expresion de IL-10 y por ello esté
desregulada en las células Thl. Esto causaria que las APCs estuvieran expuestas
a un microambiente diferente al cocultivarse con células control y deficientes de
TIFly y ello indujera una capacidad diferente para polarizar a los linfocitos
virgenes. Lo anterior podria confirmarse con ensayos de ELISA en los
sobrenadantes de los cultivos in vitro.

El TGF-B es una citocina antiinflamatoria que actia de varias maneras en diversos
tipos celulares (Yoshimura, Wakabayashi, & Mori, 2010). Una de estas maneras
es la inhibicién de la produccion de IFN-y en células CD4* (Lin et. al., 2005; Park,
Letterio, & Gorham, 2007). Ademas se ha reportado que las células troncales
hematopoyéticas deficientes de TIF1ly son sensibles a menores concentraciones
de TGF-B (Quére et. al., 2014). Los resultados de la curva de TGF-B muestran que
en linfocitos T CD4* la inhibicién de la poblacién IFNy* CXCR3 por TGF-$ ocurre
de manera independiente de TIF1y. Ademas, muestran que la deficiencia de TIFly
no afecta la sensibilidad al TGF-B de las poblaciones IFN-y* pues los IC50 del
grupo control y el grupo TIFly-/- son similares. No obstante, nuestros
experimentos demuestran que la presencia de TIF1ly es necesaria para la correcta
expresion de la poblacion IFNy* CXCR3* en linfocitos polarizados hacia el fenotipo
Thl independientemente de la sefalizacién por TGF-B. Este resultado también
concuerda con los resultados obtenidos in vivo pues en ratones viejos también
observamos defectos en la expresion de CXCR3 en los ratones TIFly -/-. No
obstante, en ratones jovenes in vivo la frecuencia de linfocitos IFNy* CXCR3* no
fue tan baja como en los experimentos in vitro. Esto sugiere que existen vias de
sefalizacion redundantes para la expresion de CXCR3 y TIFly no participa en
todas ellas o que en condiciones de inflamacion la regulacion de CXCR3 sea
independiente de TIF1y.

Esto también sugiere que TIFly regula la expresion génica a través de otros
mecanismos y no unicamente rio abajo de la sefalizacion de TGF-B. Sin embargo,
no podemos descartar la participacion de otras proteinas de la superfamilia de
TGF-f como activinas o BMPs presentes en el suero que regulen CXCR3 a traves
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de TIF1ly. Seria necesario realizar este experimento con inhibidores del receptor
TGF-BRI o de las R-SMAD para verificar la participacion de la via candnica en la
regulacion de CXCR3. Este receptor de quimiocinas es necesario para la correcta
infiltracion de linfocitos Thl y CTLs en sitios de inflamacion (Groom & Luster,
2011; Hickman et. al., 2015). Para averiguar si las células deficientes de TIFly
presentan defectos en quimiotaxis seria necesario realizar ensayos de migracion
con los ligandos de CXCR3: CXCL9, CXCL10 y CXCL11.

Este receptor de quimiocinas también participa en la generacién de poblaciones
efectoras mientras que su ausencia favorece el desarrollo de poblaciones de
memoria (Hu, Kagari, Clingan, & Matloubian, 2011; Kurachi et. al., 2011). Esto
sugeriria que los ratones deficientes de TIF1ly tienen un mayor numero de células
de memoria que sus contrapartes silvestres. Durante la vejez, la generacion de
células de memoria esta afectada (Maue, et. al., 2009). Si esto depende del
incremento de poblaciones CXCR3* los ratones TIF1ly-/- viejos no presentarian
estos defectos. Ser& necesario analizar marcadores de memoria o activacion en
ratones TIF1y-/- de méas de 40 semanas de edad para corroborar lo anterior.

La transcripcién de CXCR3 es activada directamente por T-bet que también activa
IFN-y (Beima et. al., 2006; Lord, 2005). Seria interesante analizar si TIF1ly esta
regulando directamente los niveles de T-bet y por ello, en ausencia de TIFlyla
poblaciéon IFN-y* CXCR3* no se expresa adecuadamente. Otra posible explicacion
es que TIFly se una directamente a regiones reguladoras de CXCR3 o IFN-
v,aunque para ello necesitaria de la asociacion con otros factores de transcripcion
pues TIFly solamente reconoce marcas epigeneéticas, y no induce transcripcion
génica por si solo.

El mecanismo por el cual TIFly podria regular a la poblacion IFNy* CXCR3*
independientemente de TGF-f no esta determinado. Se ha observado que la
sefializacion por RA induce la diferenciacion hacia el fenotipo Thl durante la
enfermedad de injerto contra huésped mientras que la inhibicibn de esta via
disminuye las poblaciones IFNy* y CXCR3* (Aoyama et. al., 2019). Ademas, se ha
reportado que TIFla regula negativamente la sefializacion de &cido retinoico (RA,
“ Retinoic Acid”) a través de la interaccion con el receptor de RA o (RARa,”
Retinoic Acid Receptor alpha”) (Khetchoumian et. al., 2007) e inhibe la via de
sefalizacion IFN/STAT (Tisserand, Khetchoumian, Thibault, Dembe, & Chambon,
2011). En suma a lo anterior, existen reportes que muestran que TIFla puede
asociarse con TIF1y (Herquel et. al., 2011). Un posible mecanismo para explicar la
inhibicion de CXCR3 por deficiencia de TIFly es que esta proteina regule la
interaccion de TIFla con RARa y de esta manera, al eliminar a TIFly, TIFla
inhiba libremente la actividad de RARa y la expresion de CXCRS3.
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Por otra parte, se reportd que la expresion de CCR6 disminuye en linfocitos Th17
deficientes de TIF1ly (Tanaka et. al., 2018). Estos resultados sugieren que TIF1ly
podria regular la migracion de distintos grupos de linfocitos T a través de regular la
expresion de sus receptores de quimiocinas.

Por otro lado, se ha demostrado que el TGF-B inhibe la actividad anticancerigena
de las CTLs suprimiendo la produccién de moléculas citotoxicas e IFN-y a traves
de SMAD2 y SMAD3 (Thomas & Massagué, 2005). Los resultados obtenidos in
vivo en el modelo de melanoma sugieren que la deficiencia de TIFly favorece la
actividad anticancerigena de los linfocitos T e inhibe el crecimiento tumoral. Otros
grupos de investigacion han reportado el efecto contrario por la deficiencia de
SMAD4; la eliminacion condicional de SMAD4 en células T induce la generacién
espontanea de tumores gastrointestinales (Kim et. al., 2006). De la misma forma,
en un modelo antigeno especifico de melanoma, la deficiencia de SMAD4 en las
células CD4" incrementa la frecuencia de incidencia de tumor en comparacién con
los ratones silvestres (Gu et. al., 2015). Lo anterior respalda la hipétesis de que
SMAD4 y TIF1ly compiten por el complejo SMAD2/3 durante la sefalizacion por
TGF-B y cada complejo induce respuestas celulares antagonicas. Ademas sugiere
que TGF-B podria inhibir la respuesta inmunolégica antitumoral de los linfocitos a
través de TIF1y.

No obstante, en nuestros experimentos no observamos diferencias entre el grupo
de ratones TIF1ly -/- y el grupo de ratones control en las frecuencias de células
IFN-y* de los distintos 6rganos analizados. Unicamente observamos efectos
moderados en la poblacion IFN-y* CXCR3* de los ganglios linfaticos no drenantes
y en el nivel de produccion de IFN-y en el mismo 6rgano. Ademas, observamos
que el nimero total de células CD8* IFNy* CXCR3* en los distintos 6rganos
linfoides fue menor en el grupo de ratones deficientes de TIFly que en grupo
control. A pesar de que el IFNy* es necesario para inhibir el desarrollo tumoral
(Bohm et. al., 1998; Zhang, Zhu, McKinley, & Meadows, 2011; Zhang et. al., 2011),
se ha mostrado recientemente que el IFN-y también puede tener efectos
protumorales pues la exposicion crénica a esta citocina induce la expresion de
inhibidores de las células T por las células tumorales (Benci et. al., 2016).Esto
podria explicar la distinta eficacia en el control tumoral entre nuestros 2 grupos
experimentales. Ademas, seria necesario analizar la expresion de otras moléculas
relacionadas con la inmunidad antitumoral en linfocitos deficientes de TIF1y como
GranzimaB, Perforina o factor de necrosis tumoral (TNF, “Tumor Necrosis Factor”).

También es posible que otras poblaciones de linfocitos T como Treg, Th17 o Th9,
que también se han visto involucradas en la inmunidad antitumoral, estén
afectadas por la ausencia de TIF1ly (Lu et. al., 2012; Nagarsheth, Kryczek, Wei,
Frankel, & Zou, 2016; Tu, Chia, & Chen, 2014). Datos de la Dra. Paula Licona y
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generados en el laboratorio por Eugenio Contreras Castillo sugieren que la
deficiencia de TIFly también estda afectando la estabilidad y funcionalidad de
poblaciones de Tregs in vitro e in vivo. Esto sugiere que el fenotipo observado en
el modelo de tumor no so6lo depende de una poblaciéon especifica de linfocitos T
sino que es la suma de varias poblaciones linfocitarias afectadas por la deficiencia
de TIF1y.

Se ha observado que la expresion de CXCR3 es necesaria para el reclutamiento
de células Treg a sitios de inflamacion. Defectos en la expresion de CXCR3
podrian afectar la migracién e infiltracion tumoral no solo de linfocitos Thly CTLs
sino también de Tregs (Mueller, 2007). Datos generados por Eugenio Contreras
Castillo muestran que al dia 14 no hay diferencias en las poblaciones de Treg
inflitradas en el tumor. No obstante, es posible que la cinética de llegada de esta
poblacién se mas lenta en los ratones TIF1y -/- que en lo ratones control.

Para analizar que parte del fenotipo es dependiente de cada subtipo celular por
separado se podrian utilizar cepas de ratones que expresen la Cre recombinasa
bajo promotores de poblaciones especificas como FoxP3 CRE o IFN-y CRE.
Adicionalmente, no podemos descartar el efecto conjunto de la deficiencia de
TIF1ly en otras células, pues en este mismo modelo utilizando CD4 CRE se afecta
la maduracion de células iNKT (Doisne et. al., 2009) mismas que también se han
visto implicadas en el control tumoral (Kronenberg & Gapin, 2002).

La disminucién de numeros totales en linfocitos CD8* IFNy* CXCR3* de ratones
deficientes de TIFly sugiere defectos en la supervivencia o la diferenciacion
celular. Varias publicaciones han reportado una implicacién de esta proteina en la
regulacion de la apoptosis. La eliminacién de TIF1ly en diversos tipos celulares
aumenta la apoptosis de los mismos (Doisne et. al., 2009; Dupont et. al., 2005;
Rajderkar, Panaretos, & Kaartinen, 2017). Ademas se ha mostrado que esta
proteina participa en la reparacion de DNA (Kulkarni et. al., 2013). En el mismo
sentido, en un modelo murino de leucemia linfoblastica aguda de células B, se
mostré que TIF1ly inhibia la apoptosis de éstas células inhibiendo la expresion de
un gen proapoptotico (Cao et. al.,, 2015). Por otra parte, diversas publicaciones
han reportado un papel importante de TIF1ly en la maduracion de diversos tipos
celulares (Doisne et. al., 2009; He et. al., 2006; Hesling et. al., 2013; Rajderkar et.
al.,, 2017). Para elucidar lo anterior, seria necesario realizar ensayos de
proliferacion, apoptosis y averiguar a través de un ensayo de inmunoprecipitacion
de la cromatina, si TIFly esta uniéndose a regiones reguladoras de genes
proapoptoticos.

Estudios de inmunoprecipitacion de la cromatina acoplados a secuenciacion
masiva (ChlP-seq) en diversos tipos celulares han mostrado que TIF1ly es capaz
de unirse a regiones de la cromatina ocupados por otros factores de transcripcion,
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como PU.1 y RORyt (Tanaka et. al.,, 2018; Wang et. al., 2015). Estos estudios
muestran que dependiendo del tipo celular, TIF1ly puede interactuar con diversas
proteinas y regular su actividad. Seria necesario realizar experimentos de ChlP-
seq de linfocitos Thl y CTL purificados por FACS para determinar si TIFly
colocaliza con T-bet u otros factores de transcripcion asociados a poblaciones de
linfocitos especificas y regula de esta manera la transcripcion y expresion de
IFNy o de otras moléculas efectoras de Thl o CTLs. Ademas, estos estudios nos
permitirian identificar los posibles genes blanco de TIF1ly de forma no sesgada y
de esta manera elucidar de una manera mas completa la funcion de esta proteina
en la biologia de linfocitos Thly CTL.

El estado de activacion celular es un determinante importante para la funcion y
actividad de TIFly. De acuerdo a un reporte reciente, en linfocitos T virgenes,
TIF1ly se localiza en el citoplasma y no es sino hasta la activacion de éstas células
a través de TCR que se trasloca al nucleo y puede modificar la respuesta celular al
TGF-B (Tanaka et. al., 2018). La actividad de TIF1p también esté regulada por la
via de sefalizacién de TCR, por lo que esta familia de proteinas parece ser un
blanco de regulacion del receptor antigénico de células T. La interaccion entre las
vias de sefalizacién de TCR y TGF-$ ha mostrado ser importante para la correcta
diferenciacion y funcion de los linfocitos T (GabrySova et. al., 2011; Li, Ebert, & Li,
2013; Tu et. al., 2018). Si esto es cierto, TIF1ly se posicionaria como un factor
central capaz de integrar ambas vias de sefalizacion para inducir la correcta
respuesta celular. Seria interesante variar las concentraciones de a-CD3 mientras
se bloquea la sefializacion por TGF-f durante la diferenciacion celular in vitro para
analizar si existen defectos por la ausencia de TIF1ly. Si observamos diferencias
en estos cultivos, podriamos realizar un modelo de inflamacién in vivo
administrando o-CD3 de forma sistémica para medir el grado de activacion y la
diferenciacion de linfocitos T deficientes de TIF1y.

En este proyecto, hipotetizamos que TIFly ejerce sus funciones celulares en
respuesta al TGF-B. Sin embargo, es posible que esta proteina tenga funciones
independientes de la sefializacion de TGF-B. Es posible que TIF1y también regule
la sefalizacién por RA interactuando con TIF1la. También puede ser que actie rio
abajo de la sefializacion por TCR regulando la sensibilidad a la sefial y en
consecuencia la activacion y diferenciacion de linfocitos. También es posible que
TIF1 y regule otras vias de sefalizacion no descritas hasta el momento. Analizar
las regiones del ADN a las que se une esta proteina en los diversos subtipos de
linfocitos en distintos momentos de su activacion nos permitiria identificar las vias
de sefalizacion que requieren de TIFly para ser reguladas correctamente. Sin
embargo, todas estas posibles hipotesis requieren de trabajo experimental
adicional para confirmarlas o rechazarlas.
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10. Conclusiones

e TIFly no regula la frecuencia de linfocitos T IFN-y* CXCR3" e IFNy* CXCR3"
en condiciones de homeostasis en ratones jovenes.

e TIFlyes importante para el incremento fisiologico de poblaciones
linfocitarias CD4* IFN-y* CXCR3* y CD8* IFN-y* CXCR3* en drganos
linfoides durante el envejecimiento.

e TIF1ly no regula la polarizacion in vitro de linfocitos CD4* hacia el fenotipo
Thl en presencia de células presentadoras de antigeno.

e TIFly regula la expresion de la poblacion CD4* IFN-y* CXCR3* in vitro de
manera independiente de la sefializacion de TGF-f.

e La sefializacion a través de TIF1ly en linfocitos T favorece el crecimiento
tumoral por un mecanismo independiente de la regulacion de IFN-y.
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11. Perspectivas

e Analizar si el fenotipo observado en ratones deficientes de TIF1ly de edad
avanzada correlaciona con cambios en su esperanza de vida y cambios en
el microambiente de citocinas y en inflamacion sistémica en distintos
tejidos.

e Averiguar si la deficiencia de TIF1ly afecta la expresion de IFN-y y moléculas
citotoxicas en linfocitos T CD8%in vitro.

e Identificar el mecanismo por el cual TIFly inhibe la poblacion IFN-y*
CXCR3" in vitro e in vivo.

e Auveriguar si los defectos en la poblacion IFN-y* CXCR3* correlacionan con
defectos en la quimiotaxis de los linfocitos deficientes de TIFly in vitro e in
Vivo.

e Averiguar si TIF1ly participa en la regulacion de procesos de proliferacion y
apoptosis de linfocitos T in vivo e in vitro.

e Analizar el transcriptoma de linfocitos deficientes de TIF1ly e identificar las
regiones del genoma a las que se une TIF1ly en linfocitos Thl y CTLs para
conocer qué otros genes (citocinas, factores de transcripcion, receptores)
podrian ser regulados por esta proteina por medio de ensayos de ChIP-seq.

e Averiguar si TIF1ly participa en la formacion, mantenimiento o funciéon de
poblaciones de linfocitos T de memoria.

e Analizar la participacion de TIF1ly en otras vias de sefializacién importantes
para la diferenciacion de linfocitos como el TCR.
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Anexo |. Extraccion de células de 6rganos linfoides

Para extraer células de los 6rganos linfoides que posteriormente se utilizarian para
los experimentos in vitro e in vivo, los ratones se sacrificaron por dislocacion y se
disecaron con ayuda de tijeras y pinzas quirargicas. La ubicacién anatomica de los
distintos 6rganos se muestra en la Figura S1. Para disgregar las células, los
organos se colocaron entre 2 trozos de organza y se maceraron con la parte
trasera del émbolo de una jeringa. Posteriormente se suspendieron en medio
celular (RPMI o Click’s Supplementado) para su utilizacion.
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Figura Sl1.Ubicacién anatémica de los distintos 6rganos linfoides utilizados en los
experimentos de este trabajo. Esquema de un raton disectado donde de muestra la ubicacion del
Timo, Bazo y distintos ganglios linfaticos (GL).
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Anexo Il. Purificacién de linfocitos T “naive” CD4" CD62L* CD44

La purificacion de linfocitos por seleccion negativa se verificd por citometria de
flujo. La frecuencia de células CD4* incrementé del 40% al 91% luego del
enriquecimiento con perlas magnéticas (Figura S2 A, B, C) mientras que el
porcentaje de células CD44  CD62L* incrementd de 66% antes de la purificacion a
90% después de la purificacion (Figura S2 A, B, D).
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Figura S2.Purificacién de linfocitos CD4+ virgenes. Se purificaron células de ganglios linfaticos
periféricos y bazo por seleccion negativa utilizando perlas magnéticas. A) Histogramas
representativos del porcentaje de células CD4* en las muestras antes (izquierda) y después
(derecha) de la purificacion. B) Graficas de puntos representativas del porcentaje de células
CD62L* CD44  antes (izquierda y después (derecha) de la purificacion. C) Frecuencia de células
CD4* CD44 CD62L* antes (puntos claros) y después (puntos oscuros) de la purificacion. Cada
punto representa un ratén, n=13
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Anexo lll. Controles de fluorescencia menos uno de los anticuerpos
utilizados para analizar poblaciones de linfocitos de los distintos
organos.

Para el analisis de poblaciones por citometria de flujo se utilizaron controles de
fluorescencia menos uno (FMU). Para realizarlos se tomaron alicuotas de los
distintos 6rganos analizados y se tifieron utilizando los mismos anticuerpos que en
las muestras experimentales excepto uno. Se ajustaron las poblaciones de interés
para que la sefal del control FMU fuera menor que 0.1% (Figura S3).
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Figura S3. Controles de Fluorescencia de los distintos érganos linfoides analizados. Graficas
de puntos representativas de células de Bazo, ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) y ganglios
linfaticos periféricos (GLP) tefiidas con el cocktail de anticuerpos utilizado en los distintos
experimentos excepto uno, mostrado en la parte superior.
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Anexo IV. Analisis de IC50 de las distintas poblaciones de linfocitos
polarizados in vitro.

Para calcular la concentracién inhibitoria 50 (IC50) los datos obtenidos de la curva
dosis respuesta de inhibicién por TGF-B (Secciéon 8.3) se ajustaron utilizando un
modelo de 4 parametros utilizando la siguiente formula:

] (Max — Min)
V'=Min+ X _\cCoeficiente de Hill
i, oeficiente ae i
1+ (o)

Donde Y es la respuesta celular, en este caso el porcentaje de células en la
poblacién de interés y X es la concentracion del inhibidor, en este caso el TGF-f.
Mientras que Min es el valor minimo obtenido y Max el maximo. Por su parte, el
Coeficiente de Hill es una medida relacionada con la pendiente de la porcion recta
de la curva (AAT Bioquest, Inc., 2019, Sebaugh, 2010). De esta forma obtenemos
las distintas curvas ajustadas a los valores experimentales (Figura S4) y los
valores de IC50:

IFN-y* CXCR3*: Control = 0.029 ng/mL; TIF1y -/-: 0.022 ng/mL

IFN-y* CXCR3: Control = 0.035 ng/mL; TIF1ly -/-: 0.039 ng/mL

—e- Control
- TIFly -/

del total CD4+

del total CD4+

% células IFN-y+ CXCR3+

% células IFN-y+ CXCR3-
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Concentracion de TGF-B (ng/mL) Concentracion de TGF-p (ng/mL)
Figura S4. Modelo de inhibicién de TGF-B. Modelo de inhibicién de las poblaciones IFN-y*
utilizando los datos mostrados en la Figura X. A) Inhibicion de la poblacion IFN-y* CXCR3* A)
Inhibicion de la poblacion IFN-y* CXCR3-.
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