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Resumen

La respuesta inflamatoria es un componente esencial para la defensa del
organismo, pero su activaciéon desmedida o fallas en su resolucién pueden resultar
en dano tisular y enfermedad. Asi, comprender los mecanismos que regulan la
inflamacién resulta clave para abordar distintos procesos fisioldgicos vy
fisiopatoldgicos. Nuestro grupo de trabajo se ha centrado en caracterizar la funcion
inmunorreguladora del canal cationico TMEM176B, previamente descrito como un
inhibidor del inflamasoma NLRP3 capaz de inhibir respuestas inmunes anti-
tumorales y favorecer la tolerancia al alotrasplante. Estas observaciones nos
llevaron a proponer que TMEM176B podria actuar como un factor protector en
contextos de inflamacion patogénica donde resultase beneficioso inhibir la
activacion del inflamasoma. En esta tesis demostramos que TMEM176B ejerce una
funcién protectora frente a procesos inflamatorios exacerbados, como la infeccion
por B-coronavirus y la encefalomielitis autoinmune. Observamos que TMEM176B
previene la disfuncién de linfocitos T CD8* durante la infeccidn viral al restringir la
activacion del inflamasoma. En el modelo de Encefalomielitis Autoinmune
Experimental, su presencia atenud la severidad de la enfermedad mediante
mecanismos dependientes de la inhibicidon del inflamasoma y la modulacién de
células T CD8" exhaustas y Th17 patogénicas. Ademas, demostramos que la
actividad de TMEM176B puede ser modulada farmacolégicamente por moléculas
como la Isoquercetina y Galectina-1, identificando un nuevo eje inmunorregulador
TMEM176B/GAL-1 con potencial valor terapéutico. Finalmente, identificamos en
humanos al polimorfismo rs2072443 de TMEM176B como una variante con pérdida
de funcidn cuya actividad idnica fue restaurada por GAL-1. En adelante, sera
relevante explorar el rol de TMEM176B en la esclerosis multiple (EM), donde GAL-1
podria ofrecer una via terapéutica prometedora. En suma, este trabajo sienta las
bases para profundizar en los mecanismos inmunolégicos por los que TMEM176B
ejerce su rol protector en la EMy ampliar su estudio a otros contextos autoinmunes

o0 autoinflamatorios.

10



Introduccion

1. De la homeostasis a la patologia: el rol central de la inflamacion

1.1 La inflamacion en condiciones fisiologicas

La inflamacién puede entenderse como una respuesta bioldogica compleja,
inespecifica y autolimitada que integra componentes celulares y moleculares del
sistemainmune, vasculary nervioso frente a una agresion. Para ello, sigue una serie
de pasos secuenciales que buscan eliminar al agente perjudicial y promover la
reparacion del tejido. Este proceso se encuentra altamente regulado por los
mecanismos de lainmunidad innata y adaptativa, que coordinan las respuestas de
los distintos actores involucrados en la inflamacién. Sus causas pueden ser
diversas: desde la invasidn por patégenos y la presencia de traumatismos, hasta
reacciones inmunitarias del hospedero frente a componentes propios como

sucede en las enfermedades autoinmunes "2,

En condiciones normales o canodnicas la respuesta inflamatoria se
desarrolla de forma aguda. Este proceso comienza con la deteccion del agente
dafino en los tejidos extravasculares por actores de la inmunidad innata, como
células epiteliales, mastocitos, macréfagos y células dendriticas, que al reconocer
estimulos asociados a patdgenos o al dano (PAMPs o DAMPS, respectivamente) se
activan y secretan mediadores pro-inflamatorios como quimioquinas, citoquinas,
radicales libres, aminas vasoactivas y eicosanoides como prostaglandinas y
leucotrienos '2. Estos eventos inducen cambios a nivel microvascular, como el
aumento de moléculas de adhesién en las células endoteliales 2, que promueven
la movilizacién temprana de leucocitos como neutréfilos, seguida de monocitos,
junto con el traslado de proteinas plasmaticas desde la circulacion hacia el tejido
2 Los leucocitos reclutados, junto con las células residentes del tejido secretan
citoquinas pro-inflamatorias e intentan eliminar al agente agresor. A su vez, las
células dendriticas promueven la activaciéon de linfocitos T y B de la inmunidad
adaptativa, que refuerzan la respuesta con mecanismos mas especificos para el

estimulo inicial 2.
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Cuando el agente causal es eliminado, la inflamacién se resuelve y el dafo
tisular, generalmente reversible, es reparado. Esta respuesta inflamatoria aguda es
esencial para la defensa del organismo, y sin ella, las infecciones no se
controlarian, las heridas no serian capaces de cicatrizar y los tejidos quedarian
permanentemente dafados. Sin embargo, una exacerbacion desmedida de esta
respuesta puede desencadenar en fendmenos patoldgicos como la sepsis 3. De
igual forma, si la inflamacion no se resuelve apropiadamente puede transitar hacia
un estado crénico, en el cual la persistencia del proceso inflamatorio favorece la
aparicion de distintas patologias como enfermedades autoinmunes,
neurodegenerativas, vasculares, el cancery la obesidad “. Por lo tanto, la correcta
regulacion de la respuesta inflamatoria es esencial para asegurar una resolucion
adecuada y prevenir efectos perjudiciales que resulten en la patologia. En esta
tesis, se profundizara en los mecanismos que controlan y promueven la resolucion

de la inflamacion.

1.2 La resolucion de la inflamacion y su impacto en la patologia

Como fue mencionado anteriormente, la respuesta inflamatoria aguda tiene
una gran capacidad para movilizar leucocitos e inducir la secrecion de mediadores
solubles que colaboren en la erradicacion del agente danino. Esta puede
desarrollarse en minutos u horas y permanecer por dias >, Se caracteriza por
inducir cambios profundos en el sistema vascular y manifestaciones menores,
como el enrojecimiento, el pus o la formacién de abscesos 2*¢. Sin embargo, una
vez que el agente agresor ha sido eliminado, es necesario que la inflamacidn cese,
se resuelva y se repare el tejido danado %%°. Inicialmente, se concebia a la
resoluciéon como un proceso pasivo, dado por la dilucidon de los gradientes de
quimioquinas y citoquinas. Hoy sabemos que es un proceso activo y altamente
controlado. A grandes rasgos este implica: i) el cese del infiltrado de neutrdfilos ii)
un cambio en el perfil de citoquinas y moléculas secretadas vyiii) laremocion de los

leucocitos acumulados en el tejido 2.
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Los leucocitos acumulados, principalmente neutréfilos, pueden ser
removidos por migracidén reversa, drenaje linfatico o apoptosis. Las células
apoptoticas son posteriormente fagocitadas por macréfagos en un proceso
conocido como “eferocitosis” que desempefia un rol dual ’. Por un lado, promueve
la limpieza del tejido afectado, limitando la inflamacion; por otro, induce una
reprogramacion en su fenotipo celular, desde un estado fagocitico pro-inflamatorio
a uno resolutivo ’. Esta reprogramacion se asocia con la secrecién de citoquinas
anti-inflamatorias como la IL-10 y el TGF-3, asi como con factores de crecimiento
como VEGF-a, PDGF y TGF-B1. Estas moléculas actian en conjunto y pueden
promover la diferenciaciéon de fibroblastos en miofibroblastos, la sintesis de
colageno, la remodelacion de la matriz extracelular y la angiogénesis, lo que

conduce a una recuperaciéon completa, estructuraly funcional, del tejido ”&.

En paralelo, se produce un cambio en el perfil de los mediadores lipidicos:
se detiene la produccion de eicosanoides pro-inflamatorios como prostaglandinas
y leucotrienos, y comienzan a sintetizarse lipoxinas, como la LXA4, de caracter pro-
resolutivo 2°. Adicionalmente, la propia respuesta inflamatoria induce la sintesis de
otros mediadores lipidicos, como resolvinas, protectinas y maresinas, que
colabora en su resolucion al inhibir la infiltraciéon de leucocitos, estimulan la

fagocitosis de restos apoptdticos y favorecen la regeneracion tisular '°.

La respuesta inflamatoria induce ademas la produccidon de otros
mediadores pro-resolutivos como la Anexina-A1 y la Galectina-1. La anexina A1
regula la extravasacion de leucocitos y facilita el proceso de eferocitosis '3,
mientras que la Galectina-1 actua sobre células de la inmunidad innata vy
adaptativa, induciendo la apoptosis de células T activadas y favoreciendo la
polarizacién de macréfagos hacia un fenotipo resolutivo . Finalmente, existen
moléculas de naturaleza diversa como mediadores gaseosos (H.S y CO), purinas
(Adenosina) y neuromoduladores (acetilcolina y otros neuropéptidos) liberados

bajo la accidn del nervio vago, que colaboran como agentes pro-resolutivos 7.

En su conjunto, la resolucién de la inflamacidén implica procesos activos y
controlados a nivel celular que conllevan cambios fenotipicos y son acompahnados
por un cambio en el perfil de secrecion de moléculas solubles. Sin embargo,
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cuando este mecanismo falla o es inadecuado, las consecuencias pueden ser

significativas, desencadenando procesos patolégicos.

La inflamacion aguda puede resultar perjudicial en situaciones donde la
respuesta ocurre de forma desproporcionada. Un ejemplo de ello es la respuesta
frente a ciertas infecciones, donde el estimulo inflamatorio induce una liberacion
masiva de citoquinas pro-inflamatorias, conocido como tormenta de citoquinas o
sindrome de liberacién citoquinica 3. Este fendmeno puede provocar una respuesta
sistémica extrema como la sepsis o el shock séptico donde ocurre un colapso

circulatorio y una coagulacioén intravascular diseminada 3.

Ademas, sila agresion persiste o el dano tisular es prolongado, la respuesta
se convierte en crénica. '®. La inflamaciéon crénica implica principalmente la
activacion de leucocitos como monocitos, macréfagos y linfocitos que
rapidamente reemplazan a los neutréfilos de vida corta. Si bien lainmunidad innata
participa de este proceso, es la respuesta adaptativa, mediada por citoquinas de
células T, la que lo induce fuertemente. Los signos distintivos de la inflamacidn
cronica incluyen entonces, la infiltracion de macréfagos, linfocitos T y células
plasmaticas en el tejido afectado, que producen citoquinas proinflamatorias,
factores de crecimiento y enzimas, que contribuyen a la progresion del dafio tisular
y procesos de reparacion secundaria, incluyendo fibrosis y formacién de
granulomas, entre otros %2, Este proceso de inflamacién crénica se observa en
distintas enfermedades autoinmunes como el lupus, la artritis reumatoidea y la

esclerosis multiple.

Resulta claro entonces que cuando la inflamacién no ocurre en condiciones
normales puede derivar en patologia. En este contexto, comprender mejor los
mecanismos celulares y moleculares que dirigen y regulan la inflamacion podria
abrir nuevas posibilidades para desarrollar terapias mas eficaces en enfermedades
inflamatorias y autoinmunes. Dentro de estos procesos moleculares, pasaremos a
poner foco en el inflamasoma NLRP3. Este complejo macromolecular cobra
importancia en distintas patologias de caracter inflamatorio, tanto en procesos de
caracter agudo como croénico #*2 y es especialmente relevante en la tematica de
esta tesis.

14



2. Elinflamasoma NLRP3 como mediador de la inflamacion

2.1 Los inflamasomas como sensores de la inflamacion

El proceso inflamatorio descrito hasta el momento es orquestado y regulado
por distintos componentes moleculares. Uno de estos componentes claves son los
inflamasomas, complejos multi-proteicos intracelulares, pertenecientes a la
inmunidad innata, que se ensamblan en el citosol al detectar sefiales asociadas al
estrés celular. Estos estan formados por tres componentes principales: una
proteina sensora, gue suele pertenecer a la familia AIM2 (Ausente en melanoma 2)
o NLR (dominio de unién a nucleétidos [NBD]y repeticiones ricas en leucina [LRR]);
una proteina adaptadora ASC (proteina asociada a la apoptosis con un dominio

CARD); y un zimégeno inactivo, la pro-Caspasa-1 2°.

La activacion de los inflamasomas promueve el clivaje de la pro-Caspasa-1
a su forma activa (Caspasa-1) en el caso de los inflamasomas candnicos, o dan
lugar a la activacion de Caspasa-11 (ratdén) o caspasa-4/5 (humanos) en los
inflamasomas no-candnicos *. Esta activacion promueve a su vez el clivaje
proteolitico de los precursores de las citoquinas pro-IL-1B y pro-IL-18 para liberar
sus formas activas (IL-1B, IL-18) y gatillar respuestas pro-inflamatorias y
antimicrobianas. En particular, la IL-1B3, es considerada una citoquina clave que
participa de manera critica en diversos eventos asociados a la activaciéon y
regulacion de la inflamacién®. Asimismo, la Caspasa-1 también cliva a la
Gasdermina D (GSDMD), liberando su dominio N-terminal. Este dominio puede
formar poros en la membrana celular e inducir un proceso de muerte celular
inflamatoria conocido como “piroptosis”?*32. La piroptosis, ademas, favorece la

secrecion de IL-1B e IL-18 por una via no candnica 232°,

Entre los distintos inflamasomas, el mas estudiado es el inducido por el
receptor NLRP3. Esto se debe posiblemente a su participacién en la inmunidad
contra una gran variedad de patdégenos, pero también a su rol patogénico en
distintas enfermedades auto-inflamatorias o enfermedades inflamatorias crénicas
2 2 La activacion del inflamasoma NLRP3 puede ser desencadenada por
diversos estimulos y es un proceso que ocurre en dos pasos como se ilustra en la
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Figura 1. En primer lugar se requiere una senal de “priming” o sensibilizacién (senal
1). Esta senal suele ser disparada por moléculas microbianas, como ligandos de
receptores tipo toll (TLRs), de receptores NLRs (ej. NOD1, NOD?2), o la sefalizacién
por citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q)
que activan al factor de transcripcion NF-kB y promueven asi la transcripcion del
NLRP3, la pro-IL-1B y pro-IL-18 3334, Adema&s de esta regulacion transcripcional, se
ha reportado que la sefial 1 podria actuar a nivel post-transcripcional, al promover
la desubiquitinacién o fosforilacion del NLRP3 y favorecer el ensamblado del
complejo macromolecular *3¢, En segundo lugar, ocurre la sefial de activacién
(sefal 2) gue implica el censado de agonistas del inflamasoma NLRP3, asi como su

ensamblaje y activacion ¥.
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Figura 1. Activacion del inflamasoma NLRP3. La activacion del inflamasoma candnico de NLRP3 requiere dos sefiales: La
sefal 1 (“priming”) involucra la activacion de NF-kB inducida por PAMPs o citoquinas y regula al alza la expresién génica de
NLRP3y las citocinas proinflamatorias. La sefial 2 es proporcionada por diversos PAMPs y DAMPs; estos activan multiples
eventos de sefalizacién rio arriba, como el eflujo de K*, el flujo de Ca?, el eflujo de CL, la produccién de mtROS, la liberacién
de ADN mitocondrial oxidado, el dafio lisosomal y desensamblaje del aparato de Golgi (red trans-Golgi dispersa). El
ensamblaje del inflamasoma de NLRP3 desencadena la autoescisién de la caspasa-1, que a su vez escinde pro-IL-1B y pro—
IL-18. La caspasa-1 activa también escinde GSDMD y libera GSDMD-N de la autoinhibicién, y el GSDMD-N libre se oligomeriza
en las membranas para formar poros e inducir piroptosis. Extraido de Zhan et. al., Frontiers in Immunology 2023.
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A diferencia de otros receptores de reconocimiento de patrén (PRRs), que
so6lo reconocen uno o multiples estimulos estructuralmente similares, el NLRP3
puede ser activado por una amplia gama de estimulos como bacterias gram-
positivas, virus, viroporinas, toxinas formadoras de poros, cristales, ATP, entre otros
2338 En este sentido, si bien algunos agonistas como el ATP pueden ser reconocidos
directamente por el NLRP3 *°, la mayor parte de estos inducen uno o mas eventos
celulares comunes que desencadenan la activacién del inflamasoma NLRP3 2,
Entre estos eventos moleculares o celulares, se incluyen la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS), la liberacién de ADN mitocondrial (mtDNA) o
cardiolipina, y la disrupcién del compartimento lisosomal, que preceden la
activacion del inflamasoma 443, Ademas, los flujos iénicos, como el eflujo de
potasio (K*), la movilizacién del calcio (Ca?), el influjo de sodio (Na*) y el eflujo de
cloruro (Cl) se han sefalado como eventos cruciales en la activacién del NLRP3 44+
47, Por la relevancia de los mecanismos iénicos en esta tesis, pasaremos a
profundizar el rol de cada uno de los iones mencionados en la activacion del

inflamasoma NLRPS3.

El eflujo de K" es un evento ampliamente aceptado como mecanismo
activador para distintos agonistas del inflamasoma NLRP3 como lo son el ATP,
toxinas bacterianas como la Nigericina o elementos particulados, como los
cristales de urato monosddico y los cristales de colesterol #4448, Este evento se
explica por las diferencias de concentracion de K* entre el citosol (140 mM) y el
medio extracelular (5 mM), lo que favorece su salida al medio extracelular 3.
Asimismo, concentraciones altas de K* en el medio extracelular inhiben la
activacion del inflamasoma por estos agonistas. Los distintos agonistas inducen el
eflujo de K* por diversos mecanismos. Por ejemplo, el ATP extracelular actla sobre
el receptor purinérgico P2X7, provocando la apertura de un canal iénico que
permite la salida de K**°. Di et. al. reportaron que este canal iénico seria TWIK2%,
mientras que nuestro grupo propuso un rol para los canales de K* operados por Ca?*
(KCa), en particular KCa1.1 552, Por otro lado, la nigericina, una toxina bacteriana,
forma poros en la membrana plasmatica, lo que facilita el transporte pasivo de K*

hacia el medio extracelular 23, El mecanismo por el que el eflujo de K* promoveria
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la activacion del inflamasoma NLRP3 aun es debatido, pero se ha especulado que
este evento permitiria la unidon de una quinasa “NEK7” (delinglés: “Never In Mitosis
A-Related Kinase 7) al NLRP3, lo que constituye un paso clave en el ensamblaje de
este complejo macromolecular *%. También se ha especulado que el eflujo de K*
promoveria la activacion del inflamasoma NLRP3 al inducir la disfuncion
mitocondrial y la produccidon de especies reactivas del oxigeno mitocondriales
(mtROS) “6. Si bien este mecanismo es necesario para los distintos agonistas
mencionados, este no es el caso de algunas moléculas pequenas como el
imiquimod, que son capaces de activar al inflamosoma NLRP3 de forma

independiente del eflujo de K* 5.

La movilizaciéon del Ca?*, especialmente su incremento a nivel citosélico,
resulta esencial para la activacion del inflamasoma NLRP3 %6. De hecho, el quelado
del Ca?* con BAPTA-AM es capaz de inhibir la activacion del inflamasoma NLRP3 y
la secrecién de IL-1B 578, Este influjo puede desencadenarse por la entrada de Ca?*
desde el medio extracelular o por su liberacion desde depdsitos intracelulares,
como el reticulo endoplasmico. Se han propuesto dos mecanismos para explicar
como los iones de Ca?* modulan la activacion del inflamasoma NLRP3. Una
posibilidad, propuesta por Lee et. al. es que el Ca?* promoveria la interaccion del
NLRP3 con el adaptador ASC, sin embargo, los mecanismos por los que esto
ocurriria alin no son claros *°. Otro mecanismo propuesto, es que el exceso del Ca?"
en el citoplasma induciria una disfuncién mitocondrial, provocando la liberaciéon de
ROS, ADN mitocondrial y la transferencia de cardiolipina de la membrana
mitocondrial interna a la externa, favoreciendo asi la activacion del inflamasoma

NLRP3 45,

El eflujo de Cl también constituye un mecanismo de activacién del
inflamasoma NLRP3. A diferencia del K*, las concentraciones de Cl- son mucho
mas bajas en el medio intracelular (5-15 mM) que en el extracelular (110-130 mM)
lo que genera un gradiente electroquimico que favorece la entrada de este ion a la
célula en condiciones normales 23. Sin embargo, distintos activadores del
inflamasoma NLRP3 como el ATP o la Nigericina inducen el eflujo de Cl, lo que

sugiere un rol para el cloruro en la regulaciéon del inflamasoma NLRP3 “¢. En
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acuerdo, la remocién de este ion del medio extracelular es capaz de aumentar la
secrecion de IL-1B dependiente de ATP ¢'. Ademas, el eflujo de Cl representaria un
evento corriente-abajo del eflujo de K*y la disfuncién mitocondrial, posicionandolo
como un evento proximal a la activacion del inflamasoma NLRP3 6. Este proceso
estaria mediado principalmente por canales especificos como los CLICs (Del
inglés: chloride intracellular channels) y los VRACs (Del inglés: volume-regulated
anion channels), que se activan en respuesta a cambios en el volumen celular o
sefales de dafo #¢. El mecanismo por el que el eflujo de Cl contribuye a la
activacion del inflamasoma aun es discutido, pero una de las teorias mas
aceptadas serian que este fendmeno promueve la interaccidon entre la proteina

NEK7 y NLRP3, y asi favorece el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 46,

Finalmente, los iones sodio (Na®) también han sido propuestos como
participantes en la activacion del inflamasoma NLRP3, aunque su rol es menos
claro. Si bien el influjo de Na* no es suficiente para activa al inflamasoma NLRP3,
este cooperaria con el eflujo de K*. En acuerdo, la activacion inducida por medios
sin K*y estimulos como la gramicidinay nigericina puede ser bloqueada al disminuir
la concentracion extracelular de Na* o inhibir su entrada %4%2. En este sentido, se ha
especulado que en ciertas circunstancias, el eflujo de K* requiere un influjo de Na*
al citosol a través del canal idnico “ENaC” (Del inglés: Epithelial sodium (Na)
Channel) para mediar la activacién del inflamasoma . Por otro lado, se ha
propuesto que el Na* podria regular la activacién del inflamasoma a través del
intercambiador mitocondrial de Na*/Ca?, influyendo sobre la homeostasis

mitocondrial, la producciéon de mtROS y la integridad de este organelo ©.

En su conjunto, los mecanismos idnicos no son eventos aislados, sino que
actuan de forma coordinada con otros procesos celulares, como el dafno
mitocondrial, la producciéon de ROS y la presencia de sefales asociadas al peligro.
Si bien se han dado avances significativos en la comprension de los diferentes
agonistas y mecanismos que activan elinflamasoma NLRP3, el mecanismo preciso
mediante el cual el NLRP3 detecta estos estimulos, asi como el proceso por el cual
se ensambla y activa el inflamasoma, continlan siendo objeto de debate.

Comprender en profundidad estos mecanismos tiene el potencial de desarrollar
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nuevos agentes terapéuticos en aquellas enfermedades donde la activacion del
inflamasoma media la inflamacidn y contribuye a la patologia. Especificamente, si
bien sabemos que la homeostasis idnicajuega un papel central en la regulacion del
inflamasoma, desconocemos aln cémo intervenir farmacoldégicamente canales

idnicos y de esa manera controlar a los inflamasomas.

2.2 Elinflamasoma NLRP3 en el escenario fisiopatolégico

En circunstancias normales, la activaciéon del inflamasoma NLRP3 ocurre
frente a la infeccidon por organismos patégenos y contribuye a la defensa del
huésped. Sin embargo, en ocasiones, la activacion disfuncional o excesiva de este
complejo puede ser perjudicial y se ha asociado con distintas enfermedades. Entre
estas, las mutaciones en distintos componentes del inflamasoma NLRP3 suelen
ser la principal causa en la desregulacién de su activacién y llevan a enfermedades
asociadas con la respuesta inflamatoria como son los sindromes
autoinflamatorios. Una de las patologias clasicas asociadas a su disfuncién son los
sindromes periddicos asociados a la criopirina (CAPS), un grupo de enfermedades
autoinflamatorias raras que incluye el sindrome autoinflamatorio familiar por frio
(FCAS), el sindrome de Muckle-Wells (MWS) y la enfermedad inflamatoria
multisistémica de inicio neonatal (NOMID) ®. En estas patologias, existen
mutaciones de ganancia de funcion en el gen NLRP3 u otros componentes del
inflamasoma que causan su activacidon continua, induciendo la produccion

excesiva de IL-1B y una inflamacidn sistémica descontrolada.

Ademas, el inflamasoma NLRP3 también se ha implicado en enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares. Un ejemplo de ello es la gota, donde la
acumulacion de cristales de urato monosddico en las articulaciones activa al
inflamasoma NLRP3, promueve la liberacién de IL-1B y desencadena una respuesta
inflamatoria articular dolorosa caracteristica de la enfermedad ®¢’. De manera
similar, en la aterosclerosis, los cristales de colesterol y otros productos asociados
a la dislipidemia crénica activan al inflamasoma NLRP3, donde la IL-1B e IL-18
favorecen la formacién de placas y lesiones ateroscleréticas, contribuyendo al

riesgo de eventos cardiovasculares .
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En enfermedades de etiologia viral, la activacién exacerbada del
inflamasoma NLRP3 se ha asociado con el dafio y la severidad. Este es el caso en
la infeccion por HCV (Del inglés: Hepatitis C Virus) donde promueve la inflamacion
y el dafio en el higado ®°. Ademas, en la infeccidon por RSV (Del inglés: Respiratory
Syncytial Virus) y CMV (Del inglés: Cytomegalovirus) la activacion de este complejo
promueve la inmunopatologia pulmonar °7', Este es también el caso de la
infeccion por SARS-CoV-2 (Delinglés: Severe Acute Respiratory Syndrome 2), donde
la activacion de la Caspasa-1, asi como la secrecidn IL-1B e IL-18 se han asociado
con la COVID-19 severa 7. En ese contexto, mucho menos explorada ha sido la
posibilidad de que una respuesta inflamatoria exacerbada interfiera con la

respuesta adaptativa anti-viral 774,

Finalmente, el inflamasoma NLRP3 se ha implicado en la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas. Un ejemplo de ello es la enfermedad de
Alzheimer donde la acumulacién de B-amiloide puede serreconocida como DAMPS
y activar al inflamasoma NLRP3 en la microglia, promoviendo un fenotipo
neurotoxico en estas células 2775, Asimismo, en la enfermedad de Parkinson la
activacion del inflamasoma NLRP3 se ha asociado con el proceso
neurodegenerativo y su inhibicién mejora la patologia de la enfermedad 7¢. Este
también es el caso de la esclerosis multiple, que sera profundizado mas adelante
en esta tesis, donde la IL-1B e IL-18 promueven el infiltrado de células inmunes el
sistema nervioso central (SNC), agravando asi el proceso neurodegenerativo e

inflamatorio 7577,

En resumen, el inflamasoma NLRP3 actua como un mediador critico de la
inflamacién en una amplia gama de enfermedades. En este sentido, su capacidad
para responder a diferentes estimulos y desencadenar respuestas inflamatorias
potentes lo posiciona como un componente crucial para entender los mecanismos

asociados a patologias mediadas por la inflamacion.
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3. La Inflamacién como regulador de respuestas mediadas por

linfocitos T.

Hasta el momento hemos descrito cémo la inflamacién modula y es
mediada por componentes de la inmunidad innata. Sin embargo, esta también
tiene unrolimportante en lainduccién de lainmunidad adaptativa, particularmente
en la activacioén de linfocitos Ty de linfocitos B. A efectos de este trabajo de tesis,
nos centraremos en el rol del proceso inflamatorio sobre la modulacion de los

linfocitos T.

Como fue mencionado en capitulos anteriores, la inflamacion tiene la
capacidad de desencadenar la respuesta inmune adaptativa. Este proceso
comienza con la activacion de células del sistema inmune innato como las células
dendriticas. Esta células son las encargadas de procesar y presentar antigenos a
través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) a linfocitos T virgenes o
“naive”,y en el caso de peligroinmunolégico secretan citoquinas pro-inflamatorias
y expresan moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86 7¢7°, La presentacion
de antigenos, junto con las sefiales co-estimuladoras favorecen la activacién de
linfocitos T virgenes hacia un perfil efector ’3’°. Dependiendo del estimulo
inflamatorio inicial, el perfil de citoquinas guia esta diferenciacion hacia distintos
fenotipos de linfocitos T CD4* colaboradores (Th1, Th2, Th17) o linfocitos T CD8*

citotoxicos, que colaboran con la erradicacion del agente patogénico’®7®.

Sin embargo, cuando el proceso inflamatorio ocurre de forma desregulada o
exacerbada, estos linfocitos T pueden contribuir a la patologia por la secrecién de
citoquinas pro-inflamatorias. Asimismo, los procesos inflamatorios agudos y
crénicos pueden modular a los linfocitos Ty afectar su capacidad efectora. Esto es
evidenciado en el proceso de inflamacion aguda como en el que se da en un cuadro
clinico de sepsis. Se ha reportado que luego de la sepsis los linfocitos T CD8*
presentan un estado disfuncional, caracterizado por una capacidad disminuida

para controlar infecciones, asi como para responder frente a nuevos antigenos 88,
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Asimismo, los linfocitos T CD8" de memoria que sobreviven post-sepsis tienen una
menor sensibilidad para el reconocimiento antigénico, capacidad proliferativa y
producen menos citoquinas pro-inflamatorias 882, Por otro lado, se ha propuesto
que los linfocitos T CD4" de pacientes con sepsis presentan un estado global de
anergia (o inactivaciéon funcional), evidenciado por la casi nula produccidon de
citoquinas tras la estimulacién con anti-CD3/CD28 %%, junto con una menor
capacidad proliferativa y disminucion en el ARN mensajero para factores de
transcripcion como T-bet, GATA-3 y RORYT, que regulan la diferenciaciéon en
linfocitos Th1, Th2 y Th17 8%, Ademads, expresan altos niveles de receptores
inhibitorios como PD-1, 2B4, BTLA y TRAIL #8700 que limita su cooperacién con
CD8+ y células B 091 Este fenotipo también comparte caracteristicas con las
células T agotadas o “exhaustas”, un linaje disfuncional de linfocitos caracterizado
por una pérdida progresiva de funciones efectoras, expresién de receptores
inhibidores y programas metabdlicos, transcriptémicos y epigenéticos particulares
8292 Este fenotipo se ha descripto principalmente para los linfocitos T CD8* en el
contexto de infecciones virales crénicas o cancer * y serd retomado mas adelante

en esta tesis.

La modulacién de los linfocitos T también se ha reportado en contextos de
inflamacién crénica. Lainflamacion crénica puede promover la hiperactivacion de
los linfocitos T, favoreciendo respuestas efectoras exageradas y la produccion
sostenida de citoquinas pro-inflamatorias que favorecen el estado de cronicidad.
En estos escenarios, las poblaciones de linfocitos T CD4+ se ven afectadas,
destacandose la modulaciéon de poblaciones Th17 y T reguladoras (Treg) 4%,
Ademas, los linfocitos Th17 tienen aspectos ontogénicos y funcionales muy
cercanos a las células T reguladoras, donde la presencia de TGF-f promueve la
diferenciacion a células T reguladoras, pero la adicion de IL-6 favorece la de células
Th17 %7. En enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoidea, el aumento
de citoquinas como la IL-6 promueve la diferenciacion de células Th17 frente a la
de T reguladoras, de caracter protector 8. A su vez, las células Th17 son de
naturaleza plastica y/o heterogénea y pueden diferenciarse hacia células Th17

reguladoras (Th17.) 0 efectoras patogénicas (Th17.«) segun el entorno citoquinico
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gue las rodea *°. Por ejemplo, en la enfermedad inflamatoria intestinal, la presencia
de IL-23 promueve un fenotipo Th17.«, con mayor secreciéon de IL-17 e IFN-y, que
exacerba el proceso inflamatorio . En esta modulacion, la activacién del
inflamasoma también tendria un rol clave, puesto que la IL-1B3, juntoconlalL-6 e IL-
23 es capaz de inducir la diferenciacion de células Th17.+ de forma independiente

de TGF-B ™.

Por otro lado, en ciertos contextos fisiopatolégicos la persistencia del
estimulo antigénico y el microambiente inflamatorio puede impedir el desarrollo de
linfocitos T efectores funcionales, e inducir fendmenos de agotamiento celular en
las células T. Este fendmeno ha sido reportado y caracterizado especialmente para
las células TCD8" en el contexto del cancer e infecciones virales crénicas, mientras
que su rol en el contexto de la autoinmunidad es mas discutido y poco explorado
1027104 Como se menciond anteriormente, las células T CD8* agotadas o exhaustas
son un linaje disfuncional de linfocitos ®2. A grandes rasgos, se han definido tres
subconjuntos: i) Células progenitoras exhaustas (Tpe) “stem-like” con capacidades
de autorrenovacion y persistencia a largo plazo que pueden dar lugar a las otras
sub-poblaciones ii) Células T CD8" exhaustas transitorias de vida corta, citotoxicas
y iii) células T CD8"* terminalmente exhaustas, carentes de funcién efectora como

se ilustra en la Figura 2 19111,
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Figura 2. Sub-poblaciones de células T exhaustas. Se muestran las tres sub-poblaciones de células T exhaustas. En primer
lugar, las células "stem-like" o progenitoras (PD-1*Gzmb'T-bet'°Tcf-1*) que poseen capacidad de autorrenovacion y
persistencia a largo plazo, actuando como precursoras de las deméas subpoblaciones; luego las células T CD8" exhaustas
transitorias (PD-1*Gzmb"T-bet"Tcf-1" Tim3* CX3CR1"), de vida cortay con actividad citotéxica y finalmente las células T CD8+
terminalmente exhaustas, que carecen de funcién efectora (PD-1*Gzmb'°T-bet'°Tcf-1-Tim3* CD101%). Extraido y adaptado de

Hudson et. al., Immunity, 2019.

25



El desarrollo de estas células implica, ademas de la persistencia antigénica,
la presencia de mediadores solubles que son aportados por el contexto
inflamatorio crénico. La IL-10, por ejemplo, es inducida en distintas infecciones
cronicas y en el cancer, y su bloqueo previene o revierte el desarrollo del
agotamiento %1213 | 3 secrecion de TGF-B también se ha implicado en el
agotamiento, al suprimir la funciéon T efectora a través de factores de transcripcion
SMAD 3. En infecciones virales crénicas, la expresiéon de TGF-B y/o la activacién de
SMAD2 son caracteristicas asociadas a los linfocitos T exhaustos %', A su vez, los
interferones de tipo 1 (IFN-a/B), también tendrian un rol en el agotamiento. En
contextos de inflamacidn crdnica, estas citoquinas gue normalmente contienen la
infeccion viral, inducen la expresion de IL-10, IDO e inhibidores de la co-
estimulacién como PD-L1 que regulan las respuestas T efectoras ''°. En acuerdo,
eninfecciones crdonicas por LCMV (Del inglés: Lymphocytic Choriomeningitis Virus)
el bloqgueo de IFN-a/B, redujo los niveles de IL-10, disminuyé la cantidad de células
dendriticas PD-L1" y mejord el control de la infeccidn viral %", Ademas, altas
concentraciones de IFN-a/B puede promover la diferenciaciéon de células
terminalmente exhaustas '"®. Estas observaciones, aunque paraddjicas, sugieren
que los interferones de tipo | fomentarian el agotamiento de células T al inducir
circuitos inmunosupresores. Finalmente, nuestro grupo ha propuesto que la
activacion del inflamasoma NLRP3 también podria tener un rol en el agotamiento
de los linfocitos T '"°. En acuerdo, la activaciéon del inflamasoma NLRP3 promovié la
diferenciacion de Tpe a linfocitos terminalmente exhaustos en un modelo murino de

carcinoma de células escamosas de cabezay cuello '°.

En conjunto, la inflamacién y la activacion del inflamasoma NLRP3 pueden
desencadenar respuestas inmunes patoldgicas al modular poblaciones clave
como los linfocitos T. A continuacion, abordaremos dos escenarios fisiopatolégicos
de especial interés en esta tesis, donde la inflamacion —y en particular el
inflamasoma— desempefian un papel fundamental: por un lado, las infecciones
virales, haciendo hincapié en la infeccién severa por B-coronavirus, y por otro, la

esclerosis multiple, enfermedad autoinmune de caracter neurodegenerativo.
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4. La inflamacion severa en la interfase hospedero-patégeno:

infecciéon por B-Coronavirus

4.1 La respuesta inflamatoria en la infeccion por B-Coronavirus

Lainfeccion por B-coronavirus, como el SARS-CoV-2 0 SARS-CoV (Del Inglés:
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2/1), representa un buen ejemplo
de un contexto fisiopatolégico donde la severidad de la enfermedad no deriva
Unicamente de la infeccién per se, sino de una respuesta inflamatoria desregulada
frente a la misma. En los casos graves, la inflamacidn, a través de distintos actores
de la inmunidad innata y adaptativa, no solo falla en controlar la propagacion viral

sino que ademas resulta en la principal causa del dafo tisulary sistémico 73,

Los B-coronavirus son un subtipo de la familia Coronaviridae, compuesta
por virus envueltos de ARN simple cadena de polaridad positiva, con una longitud
aproximada de 30 Kbp. Estructuralmente, estan formados por las proteinas spike
(S), envelope (E), membrane (M) y nucleocapsid (N) 2122, Los coronavirus tienen
una amplia gama de huéspedes, y dentro del subtipo de B-coronavirus, el SARS-
CoV, SARS-CoV-2 y MERS (Del inglés: Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus) infectan humanos. Por otro lado, dentro de los CoVs que no infectan
humanos, destacan algunos como el virus de la hepatitis murina (MHV), que
mimetiza distintos aspectos de la biologia de los coronavirus humanos 21?2, Estos
han permitido sobrepasar el desafio de la especificidad de los coronavirus
humanos, y representan un modelo ideal para estudiar la patogénesis y respuesta

inmune frente a los distintos coronavirus '?2.

La infeccioén por B-coronavirus suele ser mediada por la proteina S que en el
caso del SARS-CoV y SARS-CoV2 se une al receptor ACE2 (Del Inglés: Angiotensin
Converting Enzyme 2) humano y permite el ingreso a células alveolares epiteliales,
vasculares endoteliales y macréfagos en el pulmén 2325, Una vez dentro de la
célula, los motivos virales pueden ser reconocidos por PRRs como el TLR-7, RIG-l y
MDAS que activan la via de los interferones (IFN) de tipo | y Ill en forma dependiente

de IRF-3/IRF-7, asi como la produccidn de citoquinas pro-inflamatorias en forma
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dependiente del factor de transcripcion NFkB (Del Inglés; Nuclear factor kB) '*2.
Dentro de estas citoquinas podemos encontrar la IL-6, TNF-ay productos derivados
de la activacion delinflamasoma como la IL-1B e IL-18. Este patrén de secrecion de
citoquinas ocurre para los distintos -coronavirus humanos, como el SARS-CoV,
SARS-CoV-2 y MERS, pero también para el B-coronavirus murino MHV 22, En este
sentido, el SARS-CoV induce la activacién directa del inflamasoma a través de
proteinas virales como la proteina E y 3a ?6'?’, Por su parte, la infeccién por MHV
promueve la secrecion de IL-1B e IL-18 en macréfagos derivados de la médula 6sea
(BMDMs) "%, En cuanto al SARS-CoV-2, se ha reportado que las viroporinas ORF3a,
E y M serian capaces de activar al inflamasoma NLRP3 '*. La proteina E tendria un
rol dual en la regulacion del inflamasoma, fomentando su activacién en etapas
tardias de la infeccion ™°. El SARS-CoV-2 también promueve la inflamacién al
inducir la muerte celular por piroptosis, promoviendo asi la liberacion de DAMPs
como el ATP, acidos nucleicos y oligdmeros ASC. Estos motivos pueden ser
reconocidos por células epiteliales del tejido y también favorecer la secrecion de

citoquinas pro-inflamatorias como IL-6, IP-10, MIP1a, MIP1By MCP-1 73,

El conjunto de citoquinas liberadas induce un influjo de leucocitos,
principalmente monocitos, macréfagos y linfocitos T al sitio de infeccién. Estas
células, por su parte, incrementan la secrecidon de citoquinas proinflamatorias y
establecen un circulo de retroalimentacion positiva 7. En una respuesta inmune
adecuada los leucocitos logran erradicar al virus, evitan la diseminacién de la
infeccion, la respuesta inmune se resuelve y los pacientes se recuperan. Sin
embargo, en algunos pacientes ocurre una respuesta inmune disfuncional, donde
las células reclutadas al pulmoén atraen mas leucocitos, inducen una produccion
exacerbada de citoquinas pro-inflamatorias y ocasionan dafo tisular ¥"'%2, En la
infeccidon por SARS-CoV-2 ocurre un dano alveolar difuso, mediado principalmente
por la secrecion excesiva de proteasasy ROS, asi como por la replicacién viral. Este
dano alveolar incluye la descamacién de células alveolares, formacion de
membranas hialinas y edema pulmonar, que conducen al sindrome de dificultad
respiratoria aguda (ARDS, del inglés: Acute Respiratory Disease Syndrome) 332, El

desarrollo de ARDS se caracteriza por dificultad para respirar y bajos niveles de
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oxigeno en sangre. Como resultado, algunos pacientes pueden sucumbir a
infecciones bacterianas y fingicas secundarias 3. Ademas, el desarrollo de ARDS
puede conducir a insuficiencia respiratoria, la cual es la causa de muerte en el 70%
de los casos fatales de COVID-19 '3, Por otro lado, la liberacion masiva de
citoquinas puede desencadenar una tormenta de citoquinas que actua no solo a
nivel local, sino que induce manifestaciones sistémicas y extra-pulmonares en
otros 6rganos. Los niveles altos de citoquinas como el TNF-a pueden causar shock
séptico y falla multi-6rganica, especialmente en los sistemas cardiaco, hepaticoy
renal. Esto coincide con el dano miocardico y la falla multiorganica observada en
algunos pacientes 34, La importancia de la respuesta inflamatoria descontrolada
es tal, que este fendmeno suele serresponsable del 28% de las muertes por COVID-
19 '35, En este sentido, muchos tratamientos destinados a mitigar la enfermedad
severa se han centrado en controlar la respuesta inflamatoria. Entre ellas, los
corticoides y antagonistas de la IL-6 como el tocilizumab han sido aprobados para
el tratamiento de la enfermedad ™%'%, Ademas, existen ensayos clinicos contra
agentes dirigidos contra el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), donde el Lenzilumab provoca una mejoria significativa en la
supervivencia libre de ventilacién invasiva en el grupo tratado 2. De todos modos,
si bien existe un consenso en el rol de la respuesta inflamatoria en las
enfermedades severas por coronavirus, con la COVID-19 como principal referente,
los mecanismos precisos que explican la severidad y ocurrencia de respuestas

inmunes disfuncionales son variados y seran discutidos en el siguiente apartado.

4.2 Mecanismos asociados a la severidad

La incapacidad para generar una respuesta inmune adecuada y eficiente
frente a los B-coronavirus es un fendmeno multifactorial. En este contexto, nos
centraremos especificamente en los mecanismos predominantes durante la
infeccion por SARS-CoV-2. En primer lugar, se hipotetizé que la carga viral tendria
un rol como predictor de la severidad, sin embargo este rol ha sido discutido y la

discrepancias entre distintos estudios, la dinamica viral y posiblemente estrategias
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de muestreo no han permitido saldar cual es su contribucién exacta '*°. A nivel de
lainmunidad innata, los defectos en la respuesta de IFN-I podrian desempefiar un
rol en la severidad de la COVID-19, puesto que estas citoquinas son claves en los
primeros estadios para contenery limitar la infeccidn viral. En concordancia, se han
observado polimorfismos de pérdida de funcién para genes asociados a la via del
IFN-I en algunos pacientes graves '*°. Ademas, se ha reportado la presencia de
auto-anticuerpos contra el IFN-a e IFN-w en pacientes con cuadros severos, lo que
se ha asociado con un retraso en la eliminacion viral #'-'43, Por otro lado, la via del
inflamasoma NLRP3 también tendria un rol patogénico en la enfermedad. En un
estudio de pacientes con COVID-19 moderada y severa se observd que el
inflamasoma estaba activado en tejidos de pacientes post-mortem y en células
mononucleares de sangre periférica 2. De manera interesante, en este estudio se
observé que la presencia de Caspasa-1 activa e IL-18 en el suero se correlaciond
con una mayor gravedad de la enfermedad y un peor desenlace clinico 7. Ademas,
en un estudio de cohorte retrospectiva, el bloqueo de la IL-1B con anakinra se
asocié una mejoria clinica 4. La via del inflamasoma NLRP3 representaria
entonces un posible biomarcador y/o blanco terapéutico en el contexto de esta

enfermedad.

Por otra parte, la severidad clinica se ha asociado con respuestas inmunes
adaptativas ineficientes y desbalanceadas. Para empezar, se han observado
defectos en respuestas inmunes de tipo 1 y un exceso de respuestas de tipo 2 en
pacientes con COVID-19 severa %46 A su vez, en pacientes severos se ha
reportado una expansion sustancial de plasmoblastos, que en algunos casos se
asocia con respuestas B extrafoliculares '¥. Por otra parte, se observa una
linfopenia T profunda, que podria ser explicada por el reclutamiento de células T a
los tejidos o la induccién de su apoptosis por el aumento en citoquinas pro-
inflamatorias 39145148 Esto contribuiria, al menos en parte, con respuestas T
defectuosas para la eliminacién viral. Para complejizar aun mas este asunto,
algunos autores reportaron que los linfocitos T CD8* tendrian un estado
disfuncional, aunque este es un asunto controvertido. En los casos severos de

COVID-19, se observé que los linfocitos T reportaron una menor diversidad
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funcionaly un aumento de marcadores de agotamiento (PD-1, CTLA-4, TIGIT) ™. En
este articulo, los autores hipotetizaron que un agotamiento excesivo de los
linfocitos T CD8* podria perjudicar la respuesta inmune celular contra el SARS-CoV-
2 9, En acuerdo, otro estudio reporté que los linfocitos T CD8* de pacientes con
SARS-CoV-2 mostraron un aumento para el receptor inhibidor NKG2A asociado con
el agotamiento celular en linfocitos Ty disfuncién en células NK '*°. En esa misma
linea, en infecciones agudas por SARS-CoV-2, los linfocitos T CD8* de sangre
periférica mostraron una pérdida funcional, que se caracterizd por una menor
secreciéon de IFN-y y TNF-q, junto con una capacidad citotoxica disminuida '8, En
contraposicidon, otros autores sostienen que las células T CD8" PD-1* virus-
especificas, que se han presumido como exhaustas, serian funcionales y no
estarian agotadas en pacientes con COVID-19 ', Por tanto, el rol de los linfocitos T
exhaustos en la infeccion por SARS-CoV-2 es controversial y su potencial efecto
patogénico requiere una mayor caracterizacion. En este contexto, resulta crucial
determinar si estos linfocitos T estan realmente exhaustos y, de ser asi, identificar
los factores que contribuyen a este estado. En particular, no es claro cémo el
fendmeno hiperinflamatorio podria influir en lainmunidad mediada por células T en
esta patologia. Sin embargo, en contextos hiperinflamatorios similares, como la
sepsis, se ha demostrado una disfuncién de células T y un potencial beneficio
terapéutico de anticuerpos anti-PD-1'°2. Estas terapias, ampliamente utilizadas en
oncologia, buscan restaurar la funcion citotoxica de los linfocitos T mediante el
bloqueo de puntos de control inmunolégico, como la interaccion entre PD-1y su
ligando PD-L1'%3. Este enfoque terapéutico ha demostrado ser efectivo en la
modulacion del agotamiento de linfocitos T, mejorando la sobrevida global y
sobrevida libre de enfermedad en pacientes con céncer '**. En ese sentido, si los
linfocitos T estuviesen realmente exhaustos en la infeccién por B-coronavirus,
podrian beneficiarse de esas terapias. Finalmente, dado que gran parte de esta
investigacion se ha hecho en SARS-CoV-2, seria interesante explorar qué sucede en
otros B-coronavirus para entender si el agotamiento es un fenédmeno de caracter

conservado que se asocia a la severidad en la infeccién por estos patdgenos.
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En resumen, la severidad en la infeccidon por B-coronavirus, especialmente
en la infeccidon por SARS-CoV-2, esta dada por fendmenos de hiperinflamacion
como la activacion del inflamasoma, respuestas inmunes innatas deficientes o
exacerbadas y respuestas inmunes adaptativas disfuncionales. En ese sentido,
entender cdmo estos distintos mecanismos interactuan entre siy contribuyen a la
severidad tiene el potencial de mejorar el tratamiento en pacientes que cursan
cuadros graves en infecciones por B-coronavirus. Del mismo modo, identificar
factores protectores del huésped que puedan regular la hiperinflamaciéon -
inducida por coronavirus — potenciaria el desarrollo de terapias que puedan
controlar la enfermedad severa y la inmunopatologia observada en la infeccidn

viral.
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5. La inflamacion descontrolada en el contexto de la

autoinmunidad: El caso de la Esclerosis Miiltiple (EM)

5.1 Definicidn y etiologia de la EM

La no resolucién de la inflamacién puede resultar en cuadros severos en
patologias de caracter infeccioso, asi como promover el desarrollo y la cronicidad
en enfermedades autoinmunes. En estos contextos, la respuesta inmune
inflamatoria actua como el eje central que guia la activacion, el reclutamiento y la
persistencia de las respuestas inmunes patolégicas. Este fendmeno es
particularmente relevante en la Esclerosis Mdltiple (EM), una enfermedad
autoinmune que afecta el Sistema Nervioso Central (SNC), caracterizada por la
inflamacion crénica, desmielinizacioén, gliosis y pérdida neuronal '*°. Se estima que
alrededor de 3 millones de personas en el mundo sufren esta enfermedad, con
tasas de prevalencia particularmente altas en Argentina y Uruguay, alcanzando 25
y 21 cada 100,000 habitantes respectivamente en Latinoamérica %', Ademas,
como sucede con muchas patologias autoinmunes, tiene una mayor prevalencia
en mujeres y se da una fuerte reduccion en la actividad de la enfermedad durante

el embarazo "%57%8,

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son heterogéneas y
dependen del sitio donde ocurren las lesiones en el SNC. Entre los sintomas se
incluyen alteraciones sensoriales y visuales; deterioro motor y de la coordinacion,
asi como fatiga, dolory déficits cognitivos %%, Clinicamente, se clasifica en varios
subtipos, incluyendo la enfermedad remitente-recurrente, primaria progresiva y
secundaria progresiva (RRMS, PPMS y SPMS, del inglés respectivamente) '*°. La
mayor parte (85-90 %) de los pacientes con EM desarrollan la forma remitente-
recurrente, que se caracteriza por periodos de exacerbacién de los sintomas
seguidos de su remision '®'. A medida que la enfermedad avanza, la recuperacion
de los sintomas resulta incompleta y aproximadamente un 50% de estos pacientes
desarrollan la forma secundaria progresiva, donde ocurre una acumulacion
progresiva e irreversible de discapacidad neuroldogica. Un nimero menor de

pacientes con EM (10-15 %) presentan la forma primaria progresiva, donde los

33



sintomas progresan desde el inicio de la enfermedad ''. La progresion de la
enfermedad se caracteriza por la acumulacién persistente de déficits neuroldgicos
severos, junto con atrofia cerebral y deterioro neuronal. En la actualidad, las
terapias modificadoras de la enfermedad se han centrado en reducir la actividad de
la enfermedad, ralentizar su progresion y prevenir las recaidas al modular la
respuesta inmune. Sin embargo, no logran detener por completo la progresion ni el
proceso neurodegenerativo '°°. Por lo tanto, mejorar y racionalizar el tratamiento de
la EM se presenta como una necesidad médica aun no satisfecha, donde resulta
crucial obtener una comprension mas profunda de la fisiopatologia junto con la

identificacién de nuevos blancos terapéuticos.

Se cree que la Esclerosis Multiple surge de una combinaciéon de factores
genéticos y ambientales. A nivel genético, se han encontrado mas de 200 variantes
genéticas vinculadas a la predisposicién a la EM "2, Dentro de ellas, la mas fuerte
se asocio a los alelos del complejo mayo de histocompatibilidad, siendo el alelo
HLA-DRB1 el de mayor riesgo '%. Sin embargo, los factores genéticos por si solos no
explican la predisposicién a desarrollar la enfermedad. Estudios realizados en
gemelos monocigéticos mostraron que si uno de ellos presentaba EM, el otro tenia
un riesgo del 25% de desarrollarla, mostrando que existen otros factores que
explican el riesgo de presentar esta patologia '®*. En este contexto, existiria un fuerte
componente ambiental donde factores como la latitud, niveles bajos de vitamina
D, obesidad, tabaquismo e infecciones influirian en la incidencia de la enfermedad
85 Dentro de estos, la infeccidon por el virus de Epstein-Barr (EBV) tendria un rol
primordial, puesto que el riesgo para desarrollar la enfermedad es minimo en
individuos no infectados y aumenta unas 30 veces luego de la infeccion con EBV "%,
Se estima que este fendmeno estaria dado por mimetismo molecular y respuestas
inmunes alteradas frente a infecciones poco controladas por EBV ®. En resumen,
la EM resulta de una combinacion entre la predisposicién genética y factores
ambientales. No obstante, independientemente de los factores desencadenantes,
el eje central de la patologia esta dado por la respuesta inflamatoria que impulsa el

dafo tisular en el sistema nervioso central. A continuacién, se analizara la
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inmunopatologia de la EM y los mecanismos que vinculan esta inflamacién con el

dano neuroldgico caracteristico de la enfermedad.

5.2 Inmunopatologia de la EM

La patologia de la EM incluye la ruptura de la barrera hemato-encefalica
(BHE), inflamacién multifocal, desmielinizacién, pérdida de oligodendrocitos,
gliosis reactiva y degeneraciéon axonal '®’. La hipdtesis mas ampliamente aceptada
para su comienzo implica la presencia de linfocitos T autorreactivos contra
componentes del SNC, que escapan a los procesos de tolerancia inmune y se
activan en la periferia '®°. Se estima que esta activacion ocurriria por reactividad
cruzada con antigenos ambientales — como EBV - o por el reconocimiento de
antigenos solubles del SNC que filtran desde el liquido cefalorraquideo (LCR) hacia
los ganglios cervicales %%, En cualquier caso, las células dendriticas presentan
estos antigenos 'y promueven la activacién y diferenciacidon de linfocitos T CD4*. Los
linfocitos T activados expresan moléculas de adhesién que les permiten interactuar
con el endotelio y cruzar la barrera hematoencefalica (BHE). Ademas, secretan
citoquinas proinflamatorias que aumentan la permeabilidad de la barrera y
favorecen su ingreso al SNC. Dentro de estas interacciones, destaca la expresioén
de moléculas ICAM-1 y VCAM-1 en el endotelio que interactuan respectivamente
con LFA-1 y VLA-4 en las células T . De hecho, el bloqueo de VLA-4 con
natalizumab previene el ingreso de los linfocitos al SNC y reduce la severidad de la

enfermedad ®°.

Una vez dentro del SNC, los linfocitos T CD4+ interactlan con la microgliay
las células dendriticas residentes, que actuan como presentadoras de antigenos
del SNC, especialmente de proteinas de la mielina '°. Estas interacciones
promueven la reactivacion de los linfocitos T autorreactivos, lo que amplifica la
respuesta inflamatoria al facilitar el reclutamiento de mas linfocitos T, monocitos y
macroéfagos hacia el sitio de inflamacion '€, Dentro de los linfocitos T CD4*, las
células Th1 que producen IFN-yy células Th17, productoras de IL-17 se encuentran

en las lesiones activas de pacientes con EMy son necesarias para el desarrollo del
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modelo murino de la enfermedad, la Encefalomielitis Autoinmune Experimental
(EAE) '%¢. Las células Th17, en particular, adquiririan un perfil patogénico asociado
con la secrecion simultanea de IL-17 e IFN-y que permite la activacion de la
microgliaresidente '’'. Ademas, este fenotipo patogénico secreta IL-21, IL-22 y TNF-
a. Estas citoquinas regulan la activacion de células B y la generacion de células
plasmaticas, aumentan la inflamacion via la activacién de STAT3 (Delinglés: Signal
transducer and activator of transcription 3) y contribuyen al proceso proinflamatorio
respectivamente '®’. Asimismo, la IL-17 secretada por estas células promoveria la

ruptura de la BHE alinducir la produccién de ROS en las células endoteliales 72,

Por su parte, los linfocitos T CD8* citotéxicos también desempefian un rol
crucial. Se ha observado que las células T CD8* son la poblacién predominante en
las lesiones cerebrales de pacientes con EM y correlacionan con la extension del
dafio axonal 73175, Ademas, tanto las células T CD8* efectoras como las T CD8* de
memoria efectora se han asociado con la enfermedad activa 7678, A su vez, las
células T CD8* aisladas del SNC, LCR y sangre de pacientes con EM muestran
evidencias de expansion oligoclonal, sugiriendo que fueron amplificadas en
respuestas antigeno-dependientes '’°. La funcidn citotéxica de estas células podria
tener un rol central en el dafio axonal, la muerte de oligodendrocitos y el dafo
neuronal. Finalmente, las células T CD8* encefalitogénicas también contribuirian a
la patologia al secretar IFN-y e IL-17 '®7. De manera interesante, algunos autores han
sugerido que los linfocitos T CD8+ autorreactivos podrian mostrar caracteristicas
de agotamiento en las encefalomielitis autoinmunes y otras enfermedades de la
misma etiologia, aunque el rol patogénico de este proceso ha sido poco explorado

en la autoinmunidad 03104,

Ademas de los linfocitos T, las células B también contribuirian a la patologia
al producir autoanticuerpos. En acuerdo, el 90% de los pacientes con EM presenta
bandas oligoclonales en el LCR, las cuales indican la presencia de anticuerpos IgM
e lgGy constituyen uno de los elementos clave para el diagnéstico de la enfermedad
80 A pesar de ello, la contribucién de estos autoanticuerpos a la patologia sigue
siendo objeto de debate. Los linfocitos B, ademas de producir anticuerpos, podrian

actuar en la EM al producir citoquinas/quimioquinas proinflamatorias y presentar
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antigenos a los linfocitos T '®'. De hecho, se considera que la funciéon de célula
presentadora de antigeno (APC) de las células B media el mecanismo protector de

las terapias de depleciéon de células B en la EM €0,

A nivel de la inmunidad innata, monocitos, macréfagos y microglia tendrian
unrolimportante en la patogénesis de la EM. Se ha reportado que en pacientes con
EM sin tratar hay un aumento de monocitos secretores de IL-6 e IL-12, y que los
monocitos secretores de IL-12 correlacionan con la severidad de la enfermedad,
acorde a la escala de EDSS (Del inglés: Expanded Disability Status Scale) '8, Por
su parte, se observa un nimero aumentado de macréfagos en las lesiones de
pacientes con la forma RRMS, mientras que la presencia de la microglia se ha
asociado con las fases mas progresivas de la enfermedad '®*'%®, Ademas, se ha
detectado a la microglia en etapas tempranas en el cerebro de pacientes con EM,
formando parte de “pre-lesiones activas” donde no se observan leucocitos
infiltrantes ni desmielinizacién '®. Tanto los macréfagos como la microglia tienen el
potencial de mediar efectos protectores o dafo tisular en la EM. Esta dualidad
podria contribuir al perfil remitente-recurrente de la enfermedad y puede explicarse
por su polarizacién a perfiles mas proinflamatorios (M1) o resolutivos (M2)
dependiendo del entorno citoquinico '®°. Durante las fases agudas, estas células
tienden a adoptar un perfil M1, donde actian como APCs y secretan citoquinas
proinflamatorias (ej. IL-1B3, IL-6, IL-12, TNF-a) y moléculas neurotdxicas implicadas
en la neurodegeneracion (ROS, RNS). Sin embargo, en etapas de remisién
predominaria el perfil M2, asociado a la fagocitosis de desechos celulares,
secrecién de citoquinas anti-inflamatorias (ej. IL-10, TGF-B) y factores neurotréficos
que promueven la remielinizacién '®. No obstante, este modelo dual es una
simplificacion de la realidad, puesto que macroéfagos y microglia pueden adoptar

una amplia gama de estados intermedios de activaciéon '¥’.

En este contexto, la microglia puede identificarse mediante marcadores
fenotipicos como Ibal, TMEM119 y P2RY12, y su estado de activacion puede
evaluarse a través de la expresion de moléculas asociadas a perfiles
proinflamatorios (CD86, MHC-Il) o resolutivos (CD206, Arg1) segun el entorno

inflamatorio '®. Aligual que otras células del compartimento mieloide, la microglia
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es capaz de activar el inflamasoma NLRP3 que desempefia un rol en la
inmunopatogenia de la EM. En la microglia, la activacién del inflamasoma
desempena un papel en el inicio y la progresién de la EM, al reclutar células T
activadas hacia el SNC y estimularlas para liberar citoquinas que agravan la
respuestainflamatoria '®°. De manera mas general, variantes genéticas de ganancia
de funcidon del NLRP3y la IL1B se han asociado con la severidad y progresion de la
EM 77, En el modelo murino de EM, la EAE, la terapia con IFN-B controla la
progresion alinhibir la activacién delinflamasoma NLRP3 '*°. Asimismo, en ratones
Nlrp3”, Casp-17- yAsc™, se observa un inicio tardio y una menor gravedad de la EAE
190191 " Por otra parte, la deleciéon génica y el blogueo farmacolégico de los
inflamasomas se han asociado con una disminucién en la infiltracion de células T
CD4* y T CD8" en el SNC 9279, De todos modos, los mecanismos precisos
mediante los cuales la activaciéon del inflamasoma modula estas poblaciones

celulares aun no han sido completamente esclarecidos.

En suma, la esclerosis multiple es una enfermedad con un fuerte
componente autoinmune e inflamatorio, en la que confluyen mecanismos de la
inmunidad innata y la adaptativa. Destacan la activacién del inflamasoma NLRP3
en células mieloides y microglia, asi como la presencia de linfocitos T CD4*y T
CD8". En ese sentido, identificar mecanismos y moléculas que regulen la actividad
e interaccion entre estos actores podria optimizar las terapiasinmunomoduladoras

existentes y desarrollar estrategias mas eficientes para controlar la EM.

Entre los posibles mediadores, la Galectina-1 podria constituir un
inmunorregulador relevante. Esta lectina se ha implicado en la modulacion del
inflamasoma, la microglia y los linfocitos T 949, Ademads, su administracion
terapéutica mostré6 un efecto protector en el modelo de Encefalomielitis
Autoinmune Experimental "7 En el siguiente capitulo, se profundizara en la

biologiay el rolinmunomodulador de la Galectina-1.
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6. Galectina-1: Un modulador clave de la inflamacion aguda 'y

cronica

La Galectina-1 es una proteina dimérica compuesta de dos sub-unidades de
14,5 kDa. Actua como un mediador pro-resolutivo, inhibiendo respuestas inmunes
innatas y adaptativas en diversos escenarios fisiopatoldgicos como el cancer, la
autoinmunidad, en distintos contextos infecciosos y en el trasplante de érganos
198199 Sus efectos inmunorreguladores son en general mediados por la lectina
secretada, a través de interacciones del dominio de union a carbohidratos (CRD)
conresiduos de N-acetyl-lactosamine (LacNAc) presentes en las ramificaciones de
N u O glicanos . Esos glicanos estan presentes en receptores de superficie como
CD45, CD43, CD69, pre-BCR y VEGFR2 209202 En el sistema inmune, la Galectina-1
es sintetizada y secretada por una variedad de células como linfocitos Ty B
activados 23204 DCs tolerogénicas %°°, microglia "%, células mieloides supresoras
206 entre otras. A nivel intracelular, la Galectina-1 lleva adelante sus funciones
principalmente a través de interacciones proteina-proteina, de manera

independiente de su CRD 207208,

En relacion con los mecanismos celulares innatos, Galectina-1 es capaz de
modular neutréfilos y macréfagos. En particular, inhibe la activacion, quimiotaxis 'y
extravasacion de neutrdfilos inducidas por estimulos proinflamatorios 209210,
Ademas, Galectina-1 promueve un fenotipo anti-inflamatorio y pro-resolutivo de
macroéfagos al favorecer el metabolismo de la arginina por la via de la arginasa y
favorecer la diferenciacién hacia M2 2", Esta lectina también tiene un impacto en
las células dendriticas al promover su diferenciacién hacia un fenotipo
tolerogénico, con secrecion de IL-10 e IL-27 2%, Asimismo, Galectina-1 inhibe la
migracién de células dendriticas inmunogénicas, pero no tolerogénicas, a través de
mecanismos que implican la glicosilacién diferencial de CD43 2'2. Ademas, en el
SNC puede ser secretada por astrocitos e inhibe la activacion de la microglia hacia
fenotipos proinflamatorios (M1) 5. A nivel de la inmunidad adaptativa, Galectina-1
tiene un rol diferencial en las poblaciones de linfocitos T. Por un lado, promueve la

apoptosis de células Th1yTh17, mientras que las células Th2 muestran resistencia
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a este efecto debido a una alta sialilacion de sus glicoproteinas de superficie .
Gal-1 también potencia la funcidon de las células T reguladoras (Tregs), aumentando
su capacidad inmunosupresora %', Finalmente, en los linfocitos B regula la

diferenciacion de células B activadas hacia células plasmaticas o de memoria

214,215

En contextos de inflamacion aguda, Galectina-1 es capaz de inhibir la
inflamacién inducida por la administracién de fosfolipasa A2 o carragenina y
atenuar lainfiltracién de neutrdfilos 2°°2'6-2'8, Ademas, la galectina-1 ha demostrado
tener un rol inmunorregulador en distintos modelos experimentales de
autoinmunidad como la artritis inducida por colageno, la uveitis autoinmune
experimental, la colitis inducida por acido trinitrobenceno sulfénico y la EAE 9218
220 En la EAE, la administracién de Gal-1 recombinante mejora la enfermedad al
modular la activacién de la microglia, la apoptosis de linfocitos T CD4* (Th1y Th17)

y al promover la diferenciacion de DCs tolerogénicas 195:196:205,

Por otro lado, la Galectina-1 tendria un rol pro-tumoral. En muestras de
pacientes con melanoma y modelos experimentales de este cancer en ratdn, se
observé que Galectina-1 podria actuar como un mediador del escape tumoral %',
En acuerdo, la disrupcion de los ligandos de Galectina-1 ralentizé el crecimiento
tumoral y favorecié la inmunidad antitumoral ??2. En suma, la interaccién de
Galectina-1 con sus ligando fue reportado como un mecanismo de inmuno-evasioén
en un amplio niumero de modelos tumorales como pulmén, mama, pancreas,

carcinoma de ovario, asi como glioblastoma, neuroblastomay linfoma de células T

14

Recientemente, Huang et al. mostraron que Galectina-1 inhibe al
inflamasoma NLRP3 en un modelo de injuria pulmonar aguda #?3. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que median este efecto no han sido elucidados. En este
contexto, Galectina-1 podria estar inhibiendo al inflamasoma NLRP3 a través de
mecanismos ionicos. De hecho, la Galectina-1 es capaz de disminuir los niveles
citosélicos de Ca? 2%, aspecto clave en la activacion de este complejo
macromolecular 2245, De manera interesante, esta modulaciéon del Ca?" implicaria
la interaccion directa de Galectina-1 con canales Ca,1.2 de tipo L 224, Nuestro

40



equipo de trabajo se ha centrado en caracterizar el canal ibnico TMEM176B como
un inmunorregulador emergente, y demostré que este es capaz de inhibir el
inflamasoma NLRP3 %2225, |La habilidad de la Galectina-1 para modular canales
idnicos ?**e inhibir el inflamasoma 2% nos llevé a plantear que podria compartir un
mecanismo inmunorregulador comun con TMEM176B. Apoyando esta hipdtesis,
estudios de espectrometria de masas en células A549, una linea derivada de
adenocarcinoma pulmonar, identificaron a Galectina-1 entre las proteinas que
interactuaron con TMEM176B 22, En el siguiente capitulo, profundizaremos en la
biologia de TMEM176B, su rol inmunomodulador y potencial como blanco

terapéutico.
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7. Tmem176b: un inmunorregulador emergente

En el espiritu de identificar nuevos mecanismos inmunorreguladores de la
inflamacidén, nuestro grupo se ha centrado en la caracterizacion del canal i6nico
TMEM176B como un inmunorregulador emergente. A comienzos de los 2000,
TMEM176B — también denominado TORID (Tolerance Related and InduceD) — fue
inicialmente identificado por el equipo de la Dra. Cristina Cuturi como una
molécula asociada a la tolerancia en el alotransplante 2. Unos afos mas tarde, en
este mismo contexto, se describieron mecanismos inmunorreguladores

dependientes de TMEM176B 22,

Esta es una proteina transmembrana intracelular, de expresién ubicua que
pertenece a la familia de MS4A (Del inglés: “Membrane-Spanning 4-domains
Subfamily A”) 227-23°_ Ademas, posee un 30% de identidad con su proteina homéloga
TMEM176A que también pertenece a la familia MS4A227:231 A nivel celular, ambas se
localizan en la membrana endofagosomal y en la red trans-golgi ??°*® y se estima
que ambas proteinas interactian fisicamente formando multimeros?3'2%2, En el
organismo, su expresion es prominente en organos linfoides, colon, pulmoén e
higado %*'. En el sistema inmune, TMEM176B es fuertemente expresado por células
del compartimento mieloide incluyendo monocitos, macréfagos y células
dendriticas, asi como por la microglia 22723128234 De manera interesante, la
expresion de TMEM176B ha sido asociada al estado inmaduro de los monocitos y
las células dendriticas, disminuyendo notoriamente luego de la estimulacion
inflamatoria 2. Ademas, se ha descrito la expresiéon de TMEM176B por células
RORyYT* como ILC3, Th17 y células T yd 2*°*. Sorprendentemente, TMEM176B fue
identificado como uno de los pocos genes dependientes de RORyT en células Th17,
sugiriendo que esta proteina podria jugar un papel clave en la diferenciacién y/o

polarizacién de estos linfocitos 2%.

Nuestro grupo describié por primera vez la funcion molecular de TMEM176B
como un canal de cationes no selectivo 22?8, En estudios electrofisioldgicos en

ovocitos de Xenopus, se demostrd que la sobre-expresion de TMEM176B se asocid
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a una corriente de cationes monovalentes activada por acido 2?. En DCs,
TMEM176B regula el pasaje fagosomal de cationes monovalentes lo que impacta
directamente en la actividad V-ATPasa y de esa manera en el pH endo-fagosomal 2%
como seilustra en la Figura 3. Este fendmeno promueve a su vez la presentacion de
antigenos exdgenos en moléculas del MHC clase | (via de la presentacién cruzada)
en células dendriticas 2. Por otra parte, Lancien et. al. reportaron que TMEM176B
y su homélogo TMEM176A también serian necesarios para la presentacion de

antigenos en moléculas del MHC clase Il y la activacién de linfocitos T CD4*2%,
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Figura 3. Rol dual de TMEM176B en células dendriticas: promocién de la presentacion cruzada de antigenos e inhibicion
de la activacion del inflamasoma.

TMEM176B se localiza en la membrana endofagosomaly podria exportar Na* desde el lumen endofagosomal hacia el citosol.
Esta conductancia alivianaria el gradiente electroquimico para la V-ATPasa, promoviendo el bombeo de H* hacia el lumen.
Un pH neutro en el lumen endofagosomal en las DCs es critico para procesar antigenos a través de la via de presentacion
cruzada. En consecuencia, la eliminacion de Tmem176b esté asociada con una actividad disminuida de la V-ATPasa, un pH
fagosomal alcalinizado y una presentacién cruzada de antigenos deteriorada. Ademas, TMEM176B inhibe la activacion del
inflamasoma NLRP3 mediante mecanismos iénicos. La eliminaciéon de Tmem176b estd asociada con la activacion del
inflamasoma dependiente de KCa1.1. TMEM176B controla los niveles de Ca** citosoélico, aunque los mecanismos de este
efecto permanecen desconocidos. Es posible que el Ca** sea internalizado a través de TMEM176B hacia el lumen fagosémico
y/o que la actividad de TMEM176B promueva el intercambio H*/Ca**, promoviendo una disminucién del Ca®* citosélico.
Extraido de Hill et. al., Frontiers in Cell and Developmental Biology, 2022.
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Este control de la homeostasis i6nica, ademas de modular el pH endo-
fagosomal, influye sobre la activacion del inflamasoma. En ese sentido, nuestro
grupo de trabajo caracterizo6 a TMEM176B como un inhibidor del inflamasoma
NLRP3 a través de mecanismos idnicos °2. La delecién de este gen se asocié a un
aumento en la secrecién de IL1-B e IL-18 en células dendriticas murinas cuando se
estimulé al inflamasoma NLRP3 in vitro, en forma dependiente de la Caspasa-1.
Esta observacion se realizd con diferentes estimulos como ATP, nigericina y
particulas de aluminio %2. Por otra parte, su sobre-expresion en macréfagos
humanos inhibié al inflamasoma NLRP3. /n vivo, la delecién de Tmem176b se
asocio a un reclutamiento aumentado de neutrdfilos luego de la inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de ATP, de manera dependiente de Caspasa-1 2. Desde un
punto de vista mecanistico, las células dendriticas Tmem176b” mostraron niveles
superiores de Ca?" en comparacién con células wild-type (WT) %2. En acuerdo, la
secreciéon de IL-1B por parte de DCs Tmem176b” depende del Ca? citosdlico y del
eflujo de K*y en particular de la activacion de canales de K* operados por Ca?* (KCa)
como se ilustra en la figura 3. Dentro de estos, los canales KCa1.1y KCa3.1 jugarian
un rol importante en la activacion del inflamasoma NLRP3 5. De manera
interesante, TMEM176B pudo ser modulado farmacoldégicamente con el
compuesto BayK8644 que fue patentado como su inhibidor °223%, Ademas, logramos
encapsular a este compuesto en nanoparticulas liposolubles de liberacion lenta
239240 Esta ultima estrategia permitié una inhibicién selectiva de TMEM176B, que
promovié la activacion del inflamasoma sin afectar la presentaciéon cruzada de

antigenos #*°.

En cuanto a la relevancia fisiopatolégica, la alta expresién de TMEM176B en
tumores se asocid con una sobrevida global reducida en pacientes con cancer de
colon, pulmén, gastrico y glibolastoma®>24'242, En modelos de cancer de mama
triple-negativo la expresion de TMEM176B se vinculdé con la proliferaciéon y
migracién celular, asi como con la progresiéon del tumor en forma dependiente de
la via de sefalizacién de AKT/mTOR 243, Por su parte, Sun et. al. reportaron que en
lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar, TMEM176B promovid la transicién

epitelio-mesenquimal a través de la via de JNK/FGFR 2?6, En acuerdo, nuestro grupo
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reportd que la delecién génicay el blogueo farmacolégico in vivo de Tmem176b se
asocio con un control del crecimiento tumoral a través de mecanismos que
implican la activacion de inflamasomas y respuestas antigeno-especificas
mediadas por linfocitos T CD8* %2. Ademas, en esas condiciones también se
observé un aumento de células Th17 anti-tumorales %2. Desde un punto de vista
terapedutico, la inhibicion de Tmem176b sensibilizd la respuesta a la inmunoterapia
anti-PD-1y anti-CTLA4 en modelos experimentales de melanoma, linfoma, cancer
colorrectal y de pulmdn %2, Estas evidencias nos llevaron a pensar que TMEM176B
podria conformar un punto de control inmunolégico. De ser asi, su inhibicion
farmacolégica podria ser beneficiosa en contextos donde la inflamaciéon es
deseable, pero perjudicial en escenarios en los que cumple un rol patogénico. En
concordancia, diversas lineas de evidencia sugieren que TMEM176B actia como un
factor protector en escenarios fisiopatoldgicos donde la inflamacién y la respuesta
inmune contribuye al dano tisular. En ese sentido, nuestro grupo reporté
recientemente que la modulacion farmacoldégica de Tmem176b promovié la

sobrevida de aloinjertos de piel y corazén 2%,

Por otro lado, un estudio de aleatorizacién mendeliana revelé que la
expresion de TMEM176B presentd un patrén diferencial de expresion en las células
de sangre periférica de pacientes con sindrome de dificultad respiratoria aguda
(ARDS, por sus siglas en inglés: Acute Respiratory Distress Syndrome) de etiologia
multiple, en comparacién con controles sanos ?*°. En acuerdo, su expresion en
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés: Peripheral Blood
Mononuclear Cells) se vio disminuida al comparar pacientes con neumonia por
COVID-19 con aqguellos sin neumonia?*. Ademas, en modelos murinos de fibrosis

pulmonar, Tmem176b mostré un rol protector al inhibir la via de TGF-B1-SMAD 247,

En el contexto de la autoinmunidad, la expresion de TMEM176B en sangre
periférica ha sido asociada con las respuestas clinicas a la terapia anti-TNFa en
artritis reumatoide 28, Ademas, TMEM176B y TMEM176A se vieron aumentadas en
monocitos de pacientes con sindrome de Sjogren en comparacién con controles
sanos 2%, En la Esclerosis Multiple, TMEM176B y TMEM176A fueron descritos como

parte de una firma molecular en PBMCs #%25', De manera interesante, la variante
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genética A134T (rs2072443) de TMEM176B podria estar asociada con la esclerosis
multiple, aunque esto no ha sido probado formalmente 2*°. Ademas, esta variante
genética se ha vinculado con un prondstico favorable en cancer colorrectal
sugiriendo una posible pérdida de funciéon #2. En el caso especifico de la EM,
TMEM176B también podria estar asociado a la respuesta a la terapia
inmunomoduladora. En un estudio realizado por Comabella et al., se clasificaron a
47 pacientes con EM como respondedores y ho respondedores a la terapia con IFN-
B. El estudio transcriptémico de sus PBMCs reveld que en los pacientes
respondedores 43 genes fueron regulados a la baja, mientras que solo 3 genes
fueron sobre-expresados, siendo TMEM176B uno de ellos %3, En el modelo murino
de EAE la evidencia sobre elrolde Tmem176b es aun limitada, existiendo un estudio
de Drujont et al. que no reporté diferencias clinicas entre animales WTy Tmem176b
~-235_ Sibien estas observaciones contrastan con lo reportado en humanos, podrian
depender del modelo utilizado o estar condicionadas por factores genéticos y
ambientales como el sexo y la microbiota que son capaces de modularelcursoyla

severidad de la EAE 254-2%8,

TMEM176B surge entonces como un inmunorregulador con funciones
duales: por un lado inhibe respuestas efectoras anti-tumorales y por otro, podria
ejercer un rol protector en enfermedades donde la inflamacién contribuye a la
severidad del cuadro clinico ??°. Este ultimo punto aldn no ha sido demostrado
directamente y sera abordado en este trabajo. Para ello, nos centraremos en dos
contextos fisiopatolédgicos: la infeccion por SARS-CoV-2 y la Esclerosis Mdltiple.
Estos dos escenarios, aunque diferentes, cobran especial relevancia puesto que la
expresion de TMEM176B, junto con la activacidon delinflamasoma, ha sido asociada
a ambos estados fisiopatoldgicos 7%196:246.250.251.253  Gin embargo, su papel funcional

y/o una relacién de causalidad con la patologia no ha sido demostrada.
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Hipotesis

El estado de la literatura y los antecedentes de nuestro grupo de
investigacion nos llevaron a hipotetizar que TMEM176B podria conformar un punto
de control inmunolégico. En este sentido, la actividad de TMEM176B resultaria
perjudicial en escenarios donde la inflamacién es deseable y beneficiosa cuando
la respuestainflamatoria media la patogénesis. A partir del conocimiento generado
entrasplante y cancer, nos preguntamos si TMEM176B podria tener un rol protector
en enfermedades inflamatorias, donde fuese deseable inhibir — y no activar - al
inflamasoma. De la literatura surgia que la inflamacion y la via del inflamasoma
NLRP3, tendrian un rol patogénico en la enfermedad grave por SARS-CoV-2 72144259,
En este contexto, especulamos que la infeccién por coronavirus podria ser un
escenario donde la inhibicion del inflamasoma por TMEM176B juegue un papel
protector. Asimismo, si este canal idénico actuara como un punto de control
inmunologico, su delecion génica deberia llevar a algun tipo de manifestacion
autoinmune. La evidencia de la literatura 2°%252%3 nos llevd a especular que
TMEM176B también podria tener una funciéon inmunorreguladora en la Esclerosis
Multiple. Hipotetizamos entonces que TMEM176B podria tener un rol protector en
estos contextos inflamatorios, mediado por la modulacién del inflamasoma
NLRP3, las poblaciones mieloides y los linfocitos T. Finalmente, distintas
evidencias de la literatura nos llevaron a especular que la lectina
inmunorreguladora Galectina-1 podria participar en un programa inmunorregulador
comun en la inhibicién del inflamasoma NLRP3 junto a TMEM176B. Ademas,
hipotetizamos que Galectina-1 podria modular la actividad de TMEM176B. En ese
contexto, si TMEM176B resultara un blanco protector en patologias inflamatorias,
la administracion de Galectina-1 podria emplearse como estrategia terapéutica al

regular la actividad de este canal idnico.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar la funcién inmunorreguladora de TMEM176B en patologias inflamatorias
donde la activaciéon del inflamasoma se ha vinculado con la severidad de la

enfermedad.

Objetivo especifico 1
Investigar el papel del canal cationico TMEM176B en la regulacion de la inflamacion
en el contexto de infecciones severas por B-coronavirus, incluyendo SARS-CoV-2y

su modelo murino MHV-A59.

Objetivo especifico 2
Investigar el rol protector de TMEM176B en la autoinmunidad, utilizando el modelo
murino de EAE y explorar su interaccion funcional con la lectina inmunorreguladora

Galectina-1 para evaluar su potencial terapéutico.

48



Materiales y métodos

1.Pacientes y donantes sanos

Todos los pacientes incluidos presentaron una prueba positiva de reaccion en
cadenade la polimerasa (PCR) para SARS-CoV-2. Estos fueronincluidos de acuerdo
con el Comité de Etica Institucional de CASMU y Sanatorio Americano (IPM-
COVID19-001) y con los principios de la Declaracién de Helsinki. Se obtuvo el
consentimiento informado de pacientes y donantes sanos (HDs) luego de explicar
la naturaleza y posibles consecuencias de los estudios. Los HDs presentaron una
prueba PCR negativa para SARS-CoV-2 y no tuvieron anticuerpos detectables
contra SARS-CoV-2. Ni los pacientes ni los donantes fueron vacunados contra
SARS-CoV-2. Los datos clinicos, antecedentes médicos y parametros de
laboratorio fueron obtenidos a partir de las historias clinicas electronicas
institucionales, respetando la confidencialidad de la informaciéon. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se aislaron mediante centrifugacion
en gradiente de densidad con Ficoll-paque (GE17-5446-02, Merck). Las células
CD14" fueron enriquecidas utilizando un kit de seleccién positiva para CD14

humano de Miltenyi. El enriquecimiento obtenido fue tipicamente superior al 80 %.

Para el aislamiento de PBMCs también se utiliz6 la fraccidon leuco-plaquetaria (En
inglés “Buffy Coats”) provenientes de muestras de sangre del Centro de
Hematologia y Hemoterapia de la Unicamp (SP-Campinas, Brasil). Las muestras
fueron diluidas (1:1) con PBS y 25 mL de esta mezcla fueron transferidos
cuidadosamente a un tubo de 50 mL que contenia 7,5 mL de Ficoll. Los tubos se
centrifugaron a 2700 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente sin freno. El
anillo de PBMCs fue recolectado con pipeta, transferido a un nuevo tubo de 50 mL
y lavado con PBS. El pellet se someti6 a lisis de glébulos rojos durante 5 minutos y
se lavé nuevamente con PBS. Las PBMC totales se cultivaron como monocapas
adherentes (1,5 x 10° células/mL) en medio RPMI 1640 suplementado con 1 % de
penicilina-estreptomicina. Tras 2 a 3 horas de adhesidn, las células fueron lavadas

con PBS e incubadas hasta el momento de la infecciéon en medio RPMI 1640 con
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10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1 % de penicilina-estreptomicina, a37 °Ccon 5 %
de CO,. Este estudio fue aprobado por el Comité Brasilefio de Etica en Investigacién
con Seres Humanos (CAEE 31622420.0.0000.5404). El indice de comorbilidad de
Charlson se calculo utilizando la herramienta disponible  en

www.mdcalc.com/charlson-comorbidity-index-cci. El puntaje de progresién clinica

de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO-CPS) se aplico segun lo reportado por
el Grupo de Trabajo de la OMS para la Caracterizacién Clinica y Manejo de la

infeccién por COVID-19 250,

2. Animales

Los experimentos con ratones siguieron las normas  ARRIVE
(https://arriveguidelines.org/). Se emplearon ratones C57BL/6, machos 6 hembras
de 6-10 semanas de edad para el cultivo primario de BMDCs. En la induccién de
encefalomielitis autoinmune experimental todos los ratones fueron hembras entre
9-13 semanas de edad, mientras que en la infeccién por MHV-A59 se emplearon
machos de 8-10 semanas de edad. Todos los experimentos se realizaron acorde a
la legislacién local y aprobada por el Comité de Etica en experimentacién animal.
Las cepas Tmem176b -, Tmem176b ** WT (Wild-Type) y Tmem176b - Casp-1 7
fueron criadas en la Unidad de Biotecnologia de Animales de Laboratorio (UBAL) del
Instituto Pasteur de Montevideo en condiciones libres de patégenos especificos
(SPF) o en el bioterio convencional. Los animales infectados se mantuvieron en
aisladores hasta el final del experimento. Los ratones Lgals1”- 6 Lgals1** (Wild-

Type) fueron criados en el bioterio del IBYME (CONICET).
3. Virus

El virus MHV-A59 fue gentilmente proporcionado por L. Retegui (UBA-CONICET,
Argentina). Los virus MHV-A59 se expandieron en células murinas L929 hasta
alcanzar una concentracién de 1 x 10” unidades formadoras de placa (PFU)/ml. Los

sobrenadantes que contenian el virus se almacenaron a —80 °C hasta su uso.

Elvirus SARS-CoV-2 HIAE-02/SP02/human/2020/BRA (nimero de acceso GenBank
MT126808.1) fue aislado del segundo caso confirmado en Brasily donado porE. L.

Durigon. Los stocks del virus SARS-CoV-2 se propagaron en la linea celular Vero, y
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el sobrenadante se recolect6 a los 2 a 3 dias postinfeccion (dpi). Los titulos virales
se determinaron mediante ensayos de placas en células Vero. Las células Vero se
cultivaron en medio esencial minimo (MEM) suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado por calor (SFB) y 1% de penicilina-estreptomicina, y se incubaron

a 37 °C en una atmoésfera con 5% de CO.,,.

4. Células

Las BMDCs se generaron a partir de precursores de médula ésea de ratones
C57BL/6 machos y hembras. Las células de médula ésea de animales WT,
Tmem176b”"y Tmem176b~ Casp1~ se cultivaron durante 8 dias en presencia de
dosis bajas de factor estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos (GM-
CSF) (0,4 ng/ml). Al dia 8, se recolectaron las células adherentes y se utilizaron en
experimentos in vitro. En la infeccion por MHV-A59 se usaron diferentes
multiplicidades de infeccién (MOI). Las BMDCs presentaron una expresion del 95%
para CD11c* CD11b* y un 50-70% de MHC II*. Las lineas celulares de monocitos
humanos THP-1 (TIB-202), L929 (CCL-21), Vero (CCL-81) y de hamster chino CHO-
K1 (CCL-61) fueron adquiridas de ATCC (Manassas, VA).

5. Modelo murino de infecciéon con MHV-A59

Ratones macho de 8 a 10 semanas de edad fueron infectados por via intraperitoneal
con 800 pfu de MHV-A59 diluidos en 100 uL de PBS estéril en el dia 0. En los
experimentos de neutralizacioén, los animales fueron tratados con anticuerpo anti-
IL-1B (#AF-401-NA, R&D Systems, 1 pug cada 5 dias desde el dia -2) o con su
correspondiente anticuerpo control IgG (#AB-108-C, R&D Systems). También se
utilizé el anticuerpo anti-PD-1 (#BP0146, Bio X Cell, 200 ug por via intraperitoneal
cada 3 dias) junto a su control IgG2a de rata (#BP0089, Bio X Cell). En los
experimentos de depleciodn, los ratones recibieron anticuerpo anti-CD8a (#BE0117,
Bio X Cell) a una dosis de 100 pg por via intraperitoneal cada 3 dias, a partir del dia
—-2. Los animales fueron monitoreados de manera diaria y eutanasiados por
dislocacidn cervical en los dias indicados para la obtencidon de las muestras. La

cargaviral en el higado se evalud en el dia 5 post-infecciéon mediante RT-qPCR.
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6. Ensayo de citotoxicidad celular in vivo de linfocitos T

El ensayo se realizé como fue descrito previamente %2. Se aislaron esplenocitos de
ratones control (en inglés “naive”)y se tifieron con DDAO (#C34553, Invitrogen). Las
células diana cargadas con el péptido especifico de MHV-A59 (RCQIFANI, S598-
605) se marcaron con una concentracién alta de DDAO (0,8 uM). Como control, se
marcaron células que no fueron cargadas con el péptido con una concentracion
diez veces menor de DDAO (0,08 uM). Ambas poblaciones celulares se mezclaron
en proporciones iguales y se transfirieron por via intravenosa a ratones singénicos
infectados con MHV-A59 cinco dias antes. Cuatro horas después, se eutanasiaron
los animales, se prepararon suspensiones celulares a partir del bazoy se analizaron
por citometria de flujo para determinar las proporciones relativas de células
transferidas. El porcentaje de lisis especifica se calculd con la siguiente féormula:
% de lisis especifica = (1 - [r_naive / r_infectado]) x 100,

donde r =% de células DDAOy,j. / % de células DDAO,ua.

7. Infeccion con SARS-CoV-2 y generacion de medio condicionado

Se infectaron monocitos humanos con SARS-CoV-2 (MOI = 0,1) o se mantuvieron
como control en medio libre de virus (en inglés “mock”) bajo agitacion continua a
15 rpmdurante 1 hora para favorecer la absorcion viral. Tras la infeccidn, las células
se lavaron dos veces con PBS precalentadoy se incubaron durante 24 horas a 37 °C
en una atmodsfera con 5% de CO,, en medio RPMI suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB), 1% de penicilina-estreptomicina y con isoquercitina (I1SQ,
Quercegen Pharmaceuticals LLC) a concentraciones de 0,5 y 5 uM. Al final del
cultivos se colectaron los monocitos para analizar la activacidon de Caspasa-1 por
citometria de flujo y la carga viral por RT-gPCR. El medio condicionado se genero a
partir de estos cultivos. Los sobrenadantes de cada condicién se recolectaron y
expusieron a luz ultravioleta durante 30 minutos para inactivar cualquier virus
residual. Luego, se almacenaron a —80 °C hasta su uso en los experimentos con
células T humanas o para la cuantificacién de IL-1B por ELISA siguiendo las

instrucciones del proveedor (#DY201, R&D Systems).
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8. Obtencion de linfocitos humanos y reaccion linfocitaria mixta

Se utilizaron PBMCs (células mononucleares de sangre periférica) aisladas de la
fraccion leuco-plaquetaria de muestras de sangre de donantes sanos. Se co-
cultivaron 5 x 10° células con 0,5 x 10° células de otro paciente para inducir una
reaccion alogénica. Las células se incubaron con pembrolizumab (anti-PD-1) (20
pg/ml), su isotipo control de IgG o con diferentes medios condicionados
provenientes de monocitos sin infectar, infectados con SARS-CoV-2 y en
presencia/ausencia de isoquercetina (ISQ, Quercegen Pharmaceuticals LLC) (5
MM). 72 horas mas tarde las células se estimularon durante 4 horas con forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA, #P8139, Sigma-Aldrich) (0,1 yg/ml) y un ionéforo de
calcio (0,5 pg/ml, #A23187 Sigma-Aldrich) en presencia de brefeldina A (10 pg/ml,
#420601 Biolegend). Las células se transfirieron a una microplaca de 96 pocillos de
fondo coénico y se marcaron para evaluar la presencia de linfocitos T CD8
productores de IFN-y. La adquisicién se realizé en citémetro FACSymphony, Becton
& Dickinson, San Diego, CA, EE. UU. y para el analisis se empleo el software FlowJo

vX.

9. Estimulacion in vitro de PBMCs con péptidos de SARS-CoV-2

Se sembraron dos millones de células por pocillo en microplacas de 96 pocillos de
fondo en U, utilizando medio de cultivo RPMI complementado con 10% de suero
autologo. Se agregd anti-PD-L1 (pembrolizumab, Roche) o IgG1 humana control a
una concentraciéon de 20 pg/ml. Veinticuatro horas después, se incubaron durante
6 horas 0,6 nmol de cada péptido proveniente de un pool de péptidos del SARS-
CoV-2 correspondientes a las proteinas M, N, E y S de la cepa silvestre y de la
proteina S de las variantes P1y Omicron (Miltenyi). Se afiadié brefeldina A (1 pg/ml)
durante las ultimas 4 horas de cultivo. La presencia de células T exhaustas, asi
como la produccién de IFN-y y TNF-a, se evaluaron mediante citometria de flujo.
Las citoquinas en el sobrenadante de cultivo se determinaron empleando un kit

multiplex (#740809, Biolegend).
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10. Analisis de carga viral y expresion génica por RT-qPCR

10. 1 Evaluacion de la carga viral de MHV-A59

Se aislo ARN total a partir de bazo e higado de ratones utilizando el reactivo TRIzol
(#15596026, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante y se cuantificé
con el espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermofisher Scientific). La
transcripcién reversa se realizd utilizando M-MLV Reverse Transcriptase
(#28025013, Invitrogen) y primers aleatorios (#48190011, Invitrogen). La carga viral
se analizé mediante PCR cuantitativa (QPCR) en tiempo real utilizando Fast SYBR
Green Master Mix (#4385616, Applied Biosystems) en el equipo Eco Real-Time PCR
System (/llumina) o Applied Biosystems Quantsudio 3 (Fischer Scientific) segun
disponibilidad. Para detectar la carga viral de MHV-A59, se emplearon los siguientes
primers: GGAACTTCTCGTTGGGCATTATACT (forward),
ACCACAAGATTATCATTTTCACAACATA (reverse).

10. 2 Evaluacion de la carga viral de SARS-CoV-2

El ARN total se extrajo y cuantific6 como se describid previamente. La
retrotranscripcion se realizd con el kit GoScript Reverse Transcriptase cDNA
Synthesis Kit (#A5001, Promega). La deteccién de la carga viral de SARS-CoV-2 se
llevo a cabo mediante RT-qPCR utilizando SYBR Green Supermix (#1725271, Bio-
Rad) en el sistema CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), con
primers especificos de SARS-CoV-2 dirigidos a la regiéon N1 del gen N 2¢', Para la
cuantificacion absoluta se generé una curva estandar mediante diluciones

seriadas del virus.

10. 3 Analisis de Tmem176b en tejidos de raton o cultivos celulares

La extraccion de ARN, cuantificaciény retrotranscripcion se realizé de igual manera
que para cuantificar la carga viral de MHV-A59. La expresion génica se evalud
mediante qPCR con el reactivo Fast SYBR Green Master Mix (#4385616, Applied
Biosystems) en el sistema Eco Real-Time PCR System (/llumina) o Applied
Biosystems Quantsudio 3 (Fisher Scientific) segun disponibilidad. La expresién de
Tmem176b/TMEM176B se normalizé empleando Gapdh como gen de referencia 'y

se analizé mediante el método 22°t, Para los experimentos en tejidos de ratén, se
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utilizaron primers especificos disefiados para abarcar diferentes exones. Para
Tmem176b se utilizaron los siguientes primers: ACTCCAGCTAGAATTGCCACAG
(forward) y CATCAGCATCCACATCCACC (reverse). Para Gapdh, se emplearon los
primers CTACAGCAACAGGGTGGTGG (forward) y TATGGGGGTCTGGGATGG
(reverse). En el caso de los monocitos humanos THP-1 la expresién de TMEM176B
se analizdé utilizado los primers GCCATTGTCCATGAGAAGCA (Forward) vy
ATTGCTGTGAACAACTTCCTCAG (Reverse) y se normalizé contra GAPDH como
control enddégeno empleando los primers CCACATCGCTCAGACACCAT (Forward)y
GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT (Reverse).

11. Cuantificacion de la activacion del inflamasoma

La activacion del inflamasoma se evalué mediante diferentes abordajes. En
muestras de pacientes y células humanas se cuantificaron los niveles de IL-1B y de
caspasa-1 activa en sobrenadantes mediante ensayos ELISA comerciales (IL-18:
#557953, BD Biosciences; Caspasa-1: #DCA100, R&D Systems). En células de
ratén, los niveles de IL-1B en sobrenadantes se determinaron también por ELISA
(#432603, Biolegend). Ademas, en tejidos murinos se evaluaron los niveles de IL-13
y caspasa-1 activas por andlisis de Western Blot como se describe en la seccién 12.
Complementariamente, en células humanas y murinas se midi6 la actividad de
caspasa-1 mediante citometria de flujo utilizando el reactivo FLICA-660 Caspase-1
Assay (#9122, ImmunoChemistry Technologies). Todos los ensayos se emplearon

acorde a las instrucciones del proveedor.

12. Analisis por Western blot

Los extractos hepaticos (50 pg de proteina) se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% con SDS, y luego se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (GE Life Sciences). Después de la transferencia, se bloquearon los
sitios inespecificos de unidn de anticuerpos con una solucién de albimina sérica
bovina al 3%, 30 mM de Tris, 0,14 M de NaCl y 0,1% (v/v) de Tween 20 (pH 8,0)
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitaciéon. La incubacién con los
anticuerpos especificos se realizo durante la noche a 4 °C (anti-IL-1B, clon H-1583,

#sc-7884, Santa Cruz Biotechnology; anti-caspasa-1, clon gasper-1, #AG-20B-
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0042, AdipoGen). Los anticuerpos unidos se revelaron mediante anticuerpos
secundarios conjugados a peroxidasa anti-ratén (#115-035-003, Jackson
ImmunoResearch) o anti-conejo (#111-035-003, Jackson ImmunoResearch) y con
elreactivo ECL de Pierce (Thermo Fisher Scientific). Los monocitos humanos CD14*
se analizaron utilizando anti-TMEM176B (#ab103929, Abcam, anticuerpo policlonal

de conejo) y revelaron con el anti-conejo mencionado anteriormente.

13. Activacion del inflamasoma in vitro

El inflamasoma NLRP3 se estimuld in vitro en células dendriticas derivadas de la
médula 6sea (BMDCs) de ratones C57BL/6 Tmem176b”yWT, 6 Lgals 17"y su control
WT. Al dia 8, las células adherentes presentaban un fenotipo mayoritariamente
CD11c*CD11b*MHC II"™ (>95%). Para activar el inflamasoma se colecté la fraccidn
adherente de BMDCs y se despositaron 5x10* células por pocillo en una placa de
96 pocillos. Las células fueron tratadas con LPS (0,25 pg/mL) (#L3491, Sigma-
Aldrich) durante 3 horas. Seguidamente, se lavaron con PBS estéril y se agregd
Nigericina (2,5 pM 6 5 upM) (#N7143, Sigma-Aldrich) 6 ATP (0,5-2 mM)
(#10127531001, Roche) por 45 - 120 minutos. En algunos ensayos luego del
tratamiento con LPS, se adicion6 Galectina-1 recombinante a las concentraciones
indicadas y se incubd durante 15 minutos antes de proceder al lavado y la
estimulacion con Nigericina o ATP. De manera analoga, la neutralizacion de
Galectina-1 se realizd 15 minutos previo al estimulo con Nigericina 6 ATP con un
anti-Gal-1 (1,5 uM, Laboratorio de Glicomedicina — IBYME) o su anticuerpo control

(1,5 uM #MPC-11, Bioxcell).

La activacion delinflamasoma también se evalué en BMDCs infectadas con el virus
MHV-A59. En estos casos, las células fueron diferenciadas de la misma maneray
luego infectadas durante 24 horas a las multiplicidades de infeccidon indicadas, sin
estimulos adicionales. De forma analoga, se estudié la activacion del inflamasoma
en monocitos CD14" primarios humanos, que fueron infectados durante 24 horas

con SARS-CoV-2 (MOI 0,1).

En todos los casos, se recolectaron los sobrenadantes y se almacenaron a —20 °C

para su analisis posterior de secrecién de IL-1B mediante ELISA. Para la evaluacion
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de la activacion de caspasa-1 o IL-1B por citometria de flujo o Western blot, las
células se sembraron a una densidad de 5 x 10° células en placas Petri de 3 cm de
diametro y se estimularon bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

Posteriormente, se recolectaron las células para su analisis.

Elrol de la activacién del inflamasoma también fue evaluado en células THP-1. Se
diferenciaron macrofagos a partir de células THP-1 durante 48 horas en presencia
de PMA (#P8139, Sigma-Aldrich) (100 nM). Una vez diferenciados, se depositaron
5x10* células en placa de 96 y se trataron con LPS (0,25 pg/mL) durante 3 horas.
Seguidamente se lavaron con PBS estérily fueron tratados con Galectina-1 (0,3 uM)
durante 15 minutos e inmediatamente se agrego Nigericina (2,5 uM) incubandose
durante 45 minutos en presencia o no del inhibidor de Tmem176b BayK8644 (50

pM). Al finalizar, se recolectaron los sobrenadantes y se almacenaron a —20 °C.

14. Transfeccion de células THP-1y activacion del inflamasoma

La activacion del inflamasoma también fue evaluada en monocitos THP-1 sin
diferenciar. Las células fueron nucleofectadas con plasmidos pcDNAS.1
codificantes para la proteina E del SARS-CoV-2 fusionada a GFP, o con un plasmido
control codificante solo para GFP, utilizando el kit Amaxa Cell Line Nucleofector V
(#VCA-1003, Lonza) y el equipo Nucleofector 2b (Amaxa). En experimentos
adicionales, se co-transfectaron las células con estos plasmidos y con el
pmCherry-N1 (control), TMEM176B-pmCherry-N1 0 TMEM176B_A134T-pmCherry-
N1.16 horas post-transfeccion las células fueron tratadas durante 24 horas con LPS
(0,25 ng/uL). En algunos de estos ensayos, cuatro horas después de la transfeccion,
las células fueron tratadas con Galectina-1 (0,3 yM), o con la combinacion
Galectina-1 (0,3 uM) + BayK8644 (10 uM), y mantenidas en cultivo durante 20 horas.
Al finalizar este periodo se procedidé a estimular con LPS como se describio
previamente. Se colectaron los sobrenadantes para la cuantificaciéon de IL-1B por
ELISA, o las células para evaluar la activacion de caspasa-1 mediante citometria de

flujo utilizando la sonda FLICA-1.

Ademas, se realizd un ensayo independiente en el que células THP-1 fueron

transfectadas con el plasmido control pmCherry-N1, TMEM176B—pmCherry-N1 o
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con la variante TMEM176B_A134T-pmCherry-N1. En este caso, las células fueron
estimuladas con nigericina (2,5 uM durante 15 minutos) para inducir la activacién
del inflamasoma. Posteriormente, se analizaron mediante citometria de flujo

utilizando la sonda FLICA-1 para detectar caspasa-1 activa.

15. Activacion del inflamasoma in vivo

Se inyectaron a animales C57BL/6 Lgals1** o Lgals1” por via intraperitoneal con
ATP a una dosis de 20 mg/kg. En los experimentos de neutralizacién se
administraron 1 hora previo al tratamiento 200 ug de un anticuerpo anti-IL-1 (#AF-
401-NA, R&D Systems) o su correspondiente anticuerpo control IgG (# AB-108-C,
R&D Systems). Cuatro horas mas tarde, se realizé un lavado peritoneal utilizando 5
ml de PBS. Las células recuperadas del lavado fueron centrifugadas y tefidas con
anticuerpos anti-CD11b, anti-Ly6C y anti-Ly6G. Posteriormente, las células se
analizaron por citometria de flujo en el citdmetro BD LSRFortessa X-20. Se
determiné el porcentaje de células Ly6C'™ Ly6G"e" dentro del compartimento de
células CD11b*™ (neutrdfilos). Para cada condicién experimental, se calculd

ademas el nimero absoluto de neutrofilos.

16. Ensayo de encefalomielitis autoinmune experimental

Ratones hembra C57BL/6 de 9-13 semanas de edad fueron inmunizados en forma
subcutanea en los flancos izquierdo y derecho de la base de la cola del ratén, con
200 pg de péptido MOG3s.s5 (#LT12018, LT051716, LifeTein) emulsificado en 200 pL
de adyuvante completo de Freund (#231131, BD Biosciences) suplementado con 4
mg/mL de Mycobacterium Tuberculosis inactivado (#231141, BD Biosciences). El
dia de la inmunizacién y 48 horas mas tarde, los ratones recibieron una inyeccion
de 500 ng de toxina pertussis (#180, List Biological Laboratories) en 100 uL de
solucion salina estéril. Se registré el pesoy el score clinico de cada ratén en forma
diaria. El score clinico se definid de la siguiente manera: 0-No hay sintomas de la
enfermedad, 0,5 -Cola parcialmente paralizada, 1-Cola totalmente paralizada, 2-
Debilidad ligera de las extremidades inferiores (reflejo rapido de enderezamiento),
3-Debilidad severa de las extremidades inferiores (reflejo lento de enderezamiento),

3,5-Debilidad severa de las extremidades inferiores acompanada por paralisis
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parcial de una de las extremidades superiores 4- Paralisis total de las extremidades
inferiores, 5-Paralisis total de las extremidades superiores, 6-Muerte. Al aparecer
los primeros sintomas clinicos se incorpord la comida dentro de la cajay el agua se
hizo mas accesible. Cuando los animales llegaron al grado 3 se moniteré la vejiga
por palpacién y se mantuvieron hidratados con inyecciones diarias de 0,2 mL de
soluciéon salina estéril. Aquellos ratones que llegaron a grado 5 fueron

inmediatamente eutanasiados por dislocacidon cervical.

El tratamiento con Galectina-1 se realizd entre los dias 9y 13 post-inmunizacioén,
mediante la administracion intraperitoneal de 100 pyg de Gal-1 recombinante
disueltos en 100 pL de PBS estéril. Como control se administraron 100 uL de PBS
esteéril.

Los animales fueron sacrificados entre los dias 8 y 21 post-inmunizaciéon bajo
anestesia profunda con ketamina:xilacina (90:10 mg/kg, via intraperitoneal). Para el
analisis histolégico, se realizé una perfusién intracardiaca con PFA al 4%y se extrajo
la médula espinal. En los casos en que las muestras se destinaron a otros tipos de

procesamiento, la perfusidn se realizé con HBSS frio sin Ca** ni Mg**.
17. Tincion por Inmunofluorescencia

17. 1 Higado

Criocortes de higado de ratén (20 pm) fueron fijados en acetona y se tiferon
empleando los buffers de bloqueo, anticuerpos primarios y secundarios como se
indica en la tabla 1. EL anticuerpo biotinilado fue revelado con estreptavidina-Alexa
Fluor 568 (#S11226, Invitrogen). Las secciones se lavaron tres veces con PBS
después de cadaincubacion. Los nucleos fueron tefiildos con DAPI (#D9542, Sigma-
Aldrich). Como controles negativos, se incubaron las secciones de tejido con
Inmunoglobulina G (IgG) del isotipo correspondiente o con PBS en lugar de los
anticuerpos primarios (Tabla 1). Las imagenes se adquirieron utilizando un

microscopio confocal LSM 880 y el software de microscopia Zen blue (Zeiss).
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Tabla 1. Condiciones y reactivos empleados para inmunofluorescencia en higados.

Anticuerpos

X i Proveedor No Catalogo Concentracion Buffer Bloqueo

primarios
PBS-BSA 4%,

Anti-TMEM176B Proteintech 19825-1 10 pg/mL saponina 0,3 %,
SNR 2%
PBS-BSA 4%,

Anti-MHC clase Il Serotec MCA45R 5 pg/mL saponina 0,3 %,
SNC 2%

Anticuerpos , e

i Proveedor No Catalogo Concentracion
secundarios
Alexa Fluor 488 .
o, Invitrogen A-11029 3,3 pg/mL
anti-raton IgG
Anti-conejo . .
o Sigma-Aldrich SAB3700936 4 pg/mL
biotinilado

SNR: Suero normal de ratén (#M5905, Sigma-Aldrich), SNC: Suero normal de cabra (#S26-M, Sigma-Aldrich)

17.2 Médula espinal

Se utilizaron cortes de la region lumbar de la médula espinal de ratones
previamente perfundidos y fijados con paraformaldehido al 4%, con un espesor de
20 um. Los portaobjetos fueron aclimatados a temperatura ambiente durante 20
minutos para favorecer la adhesién del tejido. Posteriormente, se realizaron lavados
con PBS 1X o PBST 1% (PBS-Triton 1%) segun el protocolo correspondiente. ElL
bloqueo se llevé a cabo en camara himeda durante 45 a 60 minutos utilizando el
buffer adecuado segun la tincién (Tabla 2). Se realizaron dos esquemas de tincion:
Para la identificacion de células lba1*/TMEM176B™, se empled un protocolo con
PBS-BSA 4% - SNB 2% - saponina 0,3% como buffer de bloqueo, y amplificacion de
seflal mediante anticuerpo biotinilado seguido de estreptavidina-FITC. Para la
identificacion de microglia activada (lba1*/MHC II*), se utilizé un buffer de bloqueo

compuesto por PBS-Tritdon 1% — suero fetal bovino (SFB) 10%.

Las incubaciones con anticuerpos primarios se realizaron a 4 °C durante 24 horas

en camara humeda, y las incubaciones con anticuerpos secundarios se llevaron a
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cabo a temperatura ambiente durante una hora. Finalmente, los nucleos se tifieron
con DAPI y las muestras se montaron con ProLong Gold (#P36930, Sigma-Aldrich)
para su analisis. Las imagenes fueron adquiridas mediante el microscopio confocal
Zeiss LSM 800. Se realizaron experimentos Z-stack de la médula de cada animaly

se tomaron n=10 campos por ratén. Las imagenes fueron editadas en el software

FlJl Imagel) donde se realiz6 el conteo de las células.

Tabla 2. Condiciones y reactivos empleados para inmunofluorescencia en higados.

Anticuerpos Proveedor No Catalogo Concentracion Buffer de bloqueo
primarios
Anti-TMEM176B Proteintech 19825-1 10 pg/mL PBS-BSA 4%,
saponina 0,1%
Anti-lbal Novus Biologicals  NB1001028 10 pg/mL PBS-BSA 4%, SNB
2%, saponina
0,3%
Anti-Ibal Wako 01919741 0,8 pg/mL PBS-Tritén 1%,
SFB 10%
Anti-MHC clase Il Bio-Rad MCA45R 5 pg/mL PBS-Tritén 1%,
SFB 10%
Anticuerpos Proveedor No Catalogo Concentracion Observaciones
secundarios
Anti-conejo Sigma-Aldrich SAB3700936 4 pg/mL Amplificacion
biotinilado (burro) sefal TMEM176B
Estreptavidina- Invitrogen 11-4317-87 1,7 pg/mL Revelado sefal
FITC TMEM176B
Anti-cabra Alexa Invitrogen A21432 4 pg/mL Revelado sefial
Fluor 555 Ibal (Novus)
Anti-conejo Alexa  Thermo Fisher A11008 3,3 ug/mL Revelado sefial
Fluor 488 Ibal (Wako)
Anti-raton Alexa Thermo Fisher A11030 3,3 ug/mL Revelado sefial

Fluor 546

SNB: Suero Normal de Burro (#S30, Sigma-Aldrich)
SFB: Suero Fetal Bovino (#12657, Gibco)

MHC I
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17. 3 Inmunofluorescencia en células CHO

Para estudiar la internalizaciéon de Galectina-1y su relacién con TMEM176B, células
CHO fueron transfectadas con un plasmido codificante para TMEM176B fusionado
a mCherry. A las 24 horas post-transfeccién, las células fueron tratadas con OVA
conjugada a Alexa Fluor 647 (50 pg/mL) (#034784, Invitrogen) y Galectina-1
biotinilada (20 pg/mL), incubandolas durante 20 minutos a 37 °C o0 a 0 °C. Luego, se
realizaron lavados con PBS y se dejo incubar durante 10 minutos adicionales a
temperatura ambiente para favorecer la internalizacién. Las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
posteriormente incubadas con una solucién de bloqueo y permeabilizacién (PBS
con 4% de albumina sérica bovina, 0,3% de Triton X-100 y 2% de suero de ratén)
durante 45 minutos. La deteccion de Galectina-1 se realiz6 mediante incubacién
con estreptavidina-DTAF (#PNIM0307, Beckman-Coulter) durante 1 hora, seguida
de tincidon nuclear con DAPI (5 minutos). Finalmente, las muestras fueron montadas
con ProLong Gold (#P36930, Sigma-Alrdich) y se adquirieron imagenes mediante

microscopia confocal en el equipo LSM 800 (Zeiss).

18. Determinacion del Ca?* citosdlico en células dendriticas

El Ca2+ citosdlico se determind en células dendriticas derivadas de médula 6sea,
cultivadas acorde al protocolo expuesto anteriormente. Se sembraron 1x10°
células por pocillo en placas de 8 pocillos (#80826, /bidi) y se estimularon durante
2 horas con LPS (0,25 pg/mL). Luego, se cargaron con la sonda especifica de Ca**
Fura-2 (#F1201, /nvitrogen) (10 mM en medio HBSS-Ca?*) durante 30 minutos a
37°C. Luego, se lavd con PBS y se agregd medio fresco. Se registré la emision
340/380 nm por microscopia de time-lapse. Se dejaron transcurrir 10 minutos con
6 sin Galectina-1 (1 uM) y a t=0 se agregd el ATP (0,5 mM). Se calculd el % del area
bajo la curva para el pico especifico de Ca2+ inducido por el ATP, con respecto a la

condicién control (sin Galectina-1).

19. Tincion con Luxol Fast Blue

Secciones lumbares de médula espinal (20 um) fueron deshidratadas en

soluciones de concentracidon creciente de etanol y luego incubadas durante 16
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horas a 37 °C en una solucién de Luxol Fast Blue (LFB) (#S3382, Sigma-Aldrich)
preparada en etanol al 95 % con acido acético al 0,05 %. Tras un lavado en agua
destilada, se realizé la diferenciacion en carbonato de litio al 0,05 % (#62470,
Sigma-Aldrich) durante 2 minutos. Posteriormente, se realizaron lavados de 2
minutos con etanol al 95 % y 100 %, seguidos de xilol. Finalmente se realizo el
montaje con DPX (#06522, Sigma-Aldrich) y los preparados se dejaron secar
durante 24 horas. Las imagenes se adquirieron con un microscopio Nikon Eclipse
E200y se analizaron utilizando el software FlJI/Image). Se empled un macro escrito
por el Dr. Bruno Pannunzio %2 que permitié segmentar la sustancia blanca y
distinguir areas mielinizadas y desmielinizadas mediante la definicion de un umbral
especifico asociado a la tincion del LFB. Para la cuantificacidon se calculd el
porcentaje de area desmielinizada y normalizé por el tamano total de la médula

espinal.

20. Analisis hematoldgicos

Se recolectaron alicuotas de 20 pL de sangre mediante puncidon submandibular y
se almacenaron en microtubos de 0,5 mL que contenian sales potasicas de EDTA
(Anticoagulante W, Wiener Lab, Rosario, Argentina) en una proporciéon de 1:10
(EDTA:sangre). El analisis se realizé dentro de las cuatro horas posteriores a la
extracciéon utilizando un autoanalizador hematolégico BC-5000Vet (Mindray
Medical International Ltd., Shenzhen, China). Se determinaron los recuentos

diferenciales de leucocitos y se calculé el cociente neutréfilos / linfocitos.

21. Ensayo de co-precipitacion Tmem176b/Galectina-1

Células CHO fueron co-transfectadas con Tmem176a-mCherryy Tmem176b-V5, y
se sorted la poblacion mCherry+ en el citémetro BD FACSAria Fusion. Las células
fueron lisadas posteriormente y se incub6 1 pg del lisado celular a 4°C durante 16
hs con Galectina-1 biotinilada o una proteina biotinilada controlen TBS-Tween 0,1%
con 6 sin NaCl 150 mM. En paralelo, se bloquearon 0,25 mg de Streptavidin
Magnetic Beads (#88816, Thermo Fisher Scientific) en PBS-BSA 5% durante 16 hs a
4°C. Posteriormente, se incubo el lisado celular con Galectina-1 6 proteina control

con las beads blogueadas durante 30 minutos a temperatura ambiente en TBS-
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Tween 0,1%. Se co-precipité con un iman y se eluyd por incubacién en buffer de
carga de electroforesis SDS-PAGE durante 5 minutos a 100°C. Las muestras se
corrieron en un gel de SDS-PAGE vy visualizaron por Western Blot mediante el

agregado de un anticuerpo-a-V5-HRP (#460708, Invitrogen).

22. Ensayo de actividad i6nica de TMEM176B

Células CHO fueron transfectadas con los plasmidos pmCherry-N1 o
huTMEM176b-pmCherry-N1 utilizando Lipofectamina LTX con Plus Reagent
(#15338100, Invitrogen) durante 4 horas, lavadas y cultivadas durante 24 horas.
Luego, las células se cargaron con 1 mM de ANG-2 (Asante NaTRIUM Green-2,
#ab142802, Abcam) durante 30 min a 37 °C, se lavaron y se incubaron durante 30
min en un tampon fosfato que contenia 140 mM de Na* o 140 mM de N-metil-D-
glucamina (NMDG) para sustituir el Na*, en presencia de distintas dosis de los
farmacos en estudio o sus vehiculos control. Posteriormente, las células fueron
analizadas por citometria de flujo en un citdmetro BD Accuri C6 equipado con un
laser de 488 nm. La emision de ANG-2 se detecté con un filtro de paso de banda de
530/30 nm y la fluorescencia de mCherry se determiné con un filtro de paso largo
de 670 nm. El analisis de datos se realizé con el software FlowJo vX.0.7. El MFI de

las soluciones que contenian NMDG se rest6 al MFI de las soluciones con Na*.

En los experimentos destinados a estudiar multiples condiciones de transfeccidn
y/o tratamiento, se utilizd un ensayo en placas de 96 pocillos para medir la
fluorescencia de la sonda ANG-2 mediante el equipo Varioskan LUX (Thermo Fisher
Scientific). Este enfoque permite una medicidn rapida e integrada de la
fluorescencia asociada al sodio citosdlico en respuesta al tratamiento,
minimizando variaciones derivadas del decaimiento progresivo de la sonda en el
tiempo. Las células CHO fueron transfectadas con los plasmidos p-mCherry-N1,
p-TMEM176B-mCherry-N1 o p-TMEM176B_A134T-mCherry-N1, segun se describié
previamente. A las 24 horas, se verifico que los porcentajes de transfeccion fueran
comparables entre condiciones, y se sembraron 100.000 células por pocillo en
placa de 96. Posteriormente, las células se marcaron con la sonda ANG-2, como
fue descripto, y se incubaron en presencia o ausencia de Galectina-1, en un tampén
fosfato que contenia Na* (140 mM) o NMDG (140 mM) como sustituto. La
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fluorescencia se registré a 37 °C durante 100 minutos, con lecturas cada 1 minuto,
utilizando una excitacion de 525 nm y una emision recolectada a 545 nm. La
fluorescencia registrada para las soluciones con NMDG se resté a la de las
soluciones con Na*y se calculé el drea bajo la curva de intensidad de fluorescencia

a lo largo del tiempo.

23. Procesamiento de drganos murinos y adquisicion por

citometria de flujo

Para el analisis por citometria de flujo se obtuvieron diferentes tejidos segun el
modelo experimental. En ratones con encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE), se realizé perfusion con HBSS 1X antes de la extraccion de la médula espinal
(mediante técnica de flush-out) y de los ganglios linfaticos inguinales. En el modelo
de infeccién con MHV-A59 no se realizé perfusion previa, y se extrajeron el higado y
el bazo. Las muestras de médula espinal se digirieron durante 15 minutos a 37 °C
con agitacién en wuna solucién que contenia colagenasa D (1 mg/mL,
#11088858001, Roche) y DNasa | (100 U/mL, #D4527, Sigma-Aldrich). Todos los
érganos se disgregaron mecanicamente pasando el tejido a través de un filtro de
nylon de 70 um. Las suspensiones celulares de ganglios e higados se contarony se
ajustaron a un volumen finalde 1 mL en PSA (PBS-SFB 0.2% - Azida de sodio 0.1%).
Las células provenientes del bazo se sometieron a lisis de glébulos rojos, se lavaron
con PSA vy se ajustaron a un volumen final de 1 mL. Las células de médula espinal
se purificaron mediante un gradiente de Percoll al 30% (8 mL) seguido de
centrifugacién a 850 g sin freno, para eliminar la mielina. Posteriormente, se lavaron
con PSA vy se cuantificaron. En los experimentos donde se evalud la produccion de
citoquinas se evité el uso de azida de sodio durante el procesamiento de los tejidos.
En estos casos, las células se estimularon durante 3 horas en presencia de PMA
(50 ng/mL, #P8139, Sigma-Aldrich), ionomicina (1 pg/mL, 10634, Sigma-Aldrich) y
brefeldina A (5 pug/mL, #420601, Biolegend).

La tincion con marcadores de viabilidad fijables se realizé durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Para la deteccion de caspasa-1 activa, se utilizd el reactivo

FLICA-1 (1:100, 20 pL/muestra) durante 30 minutos a 37 °C en PBS 1X. El marcado
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con tetrameros de MHV-A59 y MOG se realizé a una dilucién 1:200 durante 20
minutos a temperatura ambiente. El marcado de antigenos de superficie se realizé
en hielo durante 20 minutos (20 pL/muestra) en PSA. Las células se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 2% durante 10 minutos en hielo y se lavaron antes de su
adquisicion en el citometro. En los casos en que se realizé tincién intracelular, las
células se permeabilizaron post-fijacién con 50 pL de saponina al 0,5% (#84510,
Sigma-Aldrich) diluida en PSA durante 20 minutos en hielo. Los anticuerpos
intracelulares o sus isotipos control se incubaron a 4 °C durante toda la noche en
saponina 0,1% diluida en PSA. Finalmente, las células se fijaron nuevamente con
PFA al 2% como se describié previamente. Los anticuerpos, sondas y marcadores
de viabilidad utilizados se detallan en la Tabla 4. La adquisicion de las muestras se
realizd en citémetros Cyan (Beckman Coulter), Aurora (Cytek) o Attune Nxt (Thermo

Fisher segun disponibilidad y se analizaron con el software FlowJo Vx.

24. Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). La normalidad de los datos se evaludé mediante
el test de Shapiro-Wilk. Para comparar dos grupos, se aplico el t-test de Student no
pareado cuando los datos eran normales, y el test de Mann-Whitney en caso
contrario. Cuando los valores se normalizaron respecto a un control, se utilizé el
one-sample t-test o el test de Wilcoxon segun la distribucion estadistica de las
muestras. Para datos pareados se empled el Wilcoxon signed rank-test. En
experimentos con tres o mas grupos se aplicd ANOVA de una viay en experimentos
con mas de una variable se utiliz6 ANOVA de dos vias, ambas con correccién para
comparaciones multiples segun se indico en los pies de figura. Las curvas de
supervivencia se analizaron mediante el test de log-rank (Mantel-Cox). Los estudios
de correlacion se realizaron utilizando el test de correlacion de Pearson. Se

consideraron significativos los valores de p < 0.05.
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25. Reactivos

La Tabla 3 presenta los materiales y reactivos utilizados en los distintos ensayos

experimentales, mientras que la Tabla 4 detalla los reactivos empleados en ensayos

de citometria de flujo.

Tabla 3. Materiales y reactivos generales

Reactivo

No Catalogo

Proveedor

Reactivos generales

Adyuvante Completo de Freund 231131 BD Biosciences

Anticoagulante W 1898552 Wiener Lab

Asante NaTRIUM Green-2 ab142802 Abcam

ATP 10127531001 Roche

Beads magnéticas estreptavidina 88816 Thermo Fisher Scientific

Brefeldina A 420601 Biolegend

Carbonato de litio 62470 Sigma-Aldrich

Colagenasa D 11088858001 Roche

DAPI D9542 Sigma-Aldrich

DNasall D4527 Sigma-Aldrich

DPX 06522 Sigma-Aldrich

Estreptavidina-Alexa Fluor 568 S11226 Invitrogen

Estreptavidina-DTAF PNIM0307 Beckman-Coulter

Estreptavidina-FITC 11-4317-87 Invitrogen

Fast SYBR Green Master Mix 4385616 Applied Biosystems

Ficoll-Paque GE17-5446-02 Merck

Fura-2 sonda F1201 Invitrogen

Galectina-1 N/A Laboratorio de Glicomedicina
(IBYME)

GM-CSF N/A Sobrenadante de cultivo de células
COS transfectadas con GM-CSF
murino

GoScript RT cDNA Synthesis Kit A5001 Promega

HEPES 15630080 Invitrogen

lonomycin 10634 Sigma-Aldrich

Isoquercetina (1SQ) IQC-950AN Quercegen Pharmaceuticals LLC

L-glutamina 25030081 Invitrogen

Lipofectamina LTX con agente plus 15338100 Invitrogen

LPS L3491 Sigma-Aldrich

Luxol Fast Blue 53382 Sigma-Aldrich

Medio RPMI 1640 GlutaMAX 61870010 Invitrogen

MEM-aminodcidos no esenciales 11140050 Invitrogen

MOG 35-55 LT12018,LT051716 LifeTein

Mycobacterium Tuberculosis H37Ra 231141 BD Biosciences
M-MLV Reverse Transcriptase 28025013 Invitrogen
Nigericina N7143 Sigma-Aldrich
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Ovoalbumina Alexa Fluor 647 034784 Invitrogen
Penicilina/Estreptomicina 15140122 Invitrogen
Percoll P1644 Sigma-Aldrich
Piruvato de sodio 11360070 Invitrogen
PMA P8139 Sigma-Aldrich
Primers aleatorios 48190011 Invitrogen
Prolong Gold P36930 Sigma-Aldrich
Saponina 84510 Sigma-Aldrich
Suero Fetal Bovino 10270106 Invitrogen
SYBR Green Supermix 1725271 Bio-Rad
Toxina Bordetella Pertussis 180 List Biological Laboratories
TRIzol 15596026 Invitrogen
B-mercaptoetanol M6250 Merck
Kits Comerciales
FLICA-660 Caspase-1 Assay 9122 ImmunoChemistry Technologies
Kit ELISA IL-18 (humanos) 557953 BD Biosciences
Kit ELISA Caspasa-1 (humanos) DCA100 R&D Systems
Kit ELISA IL-1B (ratén) 432603 Biolegend
Kit ELISA IL-1B (humanos medio DY201 R&D Systems
condicionado)
Kit multiplex para citoquinas 740809 Biolegend
Estreptavidina-Alexa Fluor 568 S$11226 Invitrogen
Estreptavidina-FITC 11-4317-87 Invitrogen
Amaxa Cell Line Nucleofector Kit V VCA-1003 Lonza
Anticuerpos in vivo e in vitro
Alexa Fluor 488 anti-ratén IgG A-11029 Invitrogen
Anti-cabra Alexa Fluor 555 A21432 Invitrogen
Anti-caspasa-1 (Gasper-1) AG-20B-0042 AdipoGen
Anti-CD8a BE0117 Bio X Cell
Anti-conejo Alexa Fluor 488 A11008 Thermo Fisher
Anti-conejo biotinilado SAB3700936 Sigma-Aldrich
Anti-Gal-1 n/a Laboratorio de Glicomedicina
(IBYME)
anti-V5-HRP 460708 Invitrogen
Anti-lbal NB1001028 Novus Biologicals
Anti-lbal 01919741 Wako
Anti-IL-1B AF-401-NA R&D Systems
Anti-IL-1B (H-153) sc-7884 Santa Cruz Biotechnology
Anti-MHC clase Il MCA45R Serotec/Bio-Rad
Anti-PD-1 BP0146 Bio X Cell
Anti-ratén Alexa Fluor 546 A11030 Thermo Fisher
Anti-TMEM176B 19825-1 Proteintech
Anti-TMEM1768B (rabbit polyclonal) ab103929 Abcam
IgG normal de cabra AB-108-C R&D Systems
IgG2a de rata BP0089 Bio X Cell
1gG2b de ratén MPC-11 Bio X Cell
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Tabla 4. Anticuerpos y sondas de citometria de flujo

Anticuerpos Humano

Antigeno Fluorocromo Clon Cadigo Proveedor
TCRa/B APC 1P26 306718 Biolegend
CD3 BvV421 OKT3 317343 Biolegend
CD38 FITC HIT2 303504 Biolegend
CD4 APC SK3 344613 Biolegend
CD8 PE-Cy7 SK1 344711 Biolegend
CD8 APC-Cy7 SK1 344714 Biolegend
HLA-DR PE-Cy7 1243 307616 Biolegend
IFN-y Briliant Violet 605 B27 506541 Biolegend
PD-1 Pacific Blue EH12.2H7 329916 Biolegend
TNF-a Alexa Fluor 700 MAb11 502928 Biolegend
TOX PE TXRX10 130-120-785 Miltenyi
Isotipos control
REA Control PE REA293 130-113-450 Miltenyi
Antibody, human
1gG1
Mouse IgG1 kappa Brilliant Violet 605 MOPC-21 400161 Biolegend
Mouse IgG1 kappa Alexa Fluor 700 MOPC-21 400144 Biolegend
Anticuerpos Raton
Antigeno Fluorocromo Clon Caédigo Proveedor
CD101 Alexa Fluor 700 Moushil01 56-1011-82 Invitrogen
CD11b Brilliant Violet 605 M1/70 101237 Biolegend
CD11b PerCpCy5.5 M1/70 101228 Biolegend
CD11c Brilliant Violet 605 N418 117333 Biolegend
CD19 PerCpCy5.5 1D3/CD19 152406 Biolegend
CDs3 PerCpCy5.5 145-2C11 100328 Biolegend
CD4 Brilliant Violet 785 RM4-5 100551 Biolegend
CD44 Brilliant Violet 605 IM7 103047 Biolegend
CD44 APC IM7 103012 Biolegend
CD45.2 Brilliant Violet 711 104 109847 Biolegend
CD45.2 APC-Cy7 104 560694 BD Biosciences
CD73 PE-Cy7 TY/11.8 127230 Biolegend
cD8 APC-Cy7 53-6.7 100714 Biolegend
CD86 FITC GL-1 105011 Biolegend
CX3CR1 Brilliant Violet 510 SA011F11 149025 Biolegend
IFN-y FITC XMG1.2 505806 Biolegend
Ly6C Alexa Fluor 488 HK1.4 128021 Biolegend
Ly6C Brilliant Violet 510 HK1.4 128033 Biolegend
Ly6G PE 1A8 127607 Biolegend
Ly6G PE-Cy7 1A8 127617 Biolegend
IA-1B (MHC-II) PE-Cy7 M5/114.15.2 107630 Biolegend
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PD1 PE 29F1.1A12 135205 Biolegend
PD1 PE-Cy7 RMP1-30 109110 Biolegend
RORyT PE-eFLUOR610 AFKIJS-9 61-6988-82 Invitrogen
TCF1 Alexa Fluor 488 CD63D9 6444S Cell Signaling
Technology
TCRB FITC H57-597 109206 Biolegend
TCRB Pacific Blue H57-597 109226 Biolegend
TOX efluoré60 TXRX10 50-6502-82 Invitrogen
TOX PE TXRX10 12-6502-82 Invitrogen
Isotipos Control
Rat 1IgG2a Kappa efluoré60 eBR2a 50-4321-82 Invitrogen
Rat IgG1 kappa PE-efluor610 eBRG1 61-4301-82 Invitrogen
Rat IgG2a Kappa PE eBR2a 12-4321-80 Invitrogen
Tetrameros
Antigeno, Secuencia, Fluorocromo Codigo Proveedor
Haplotipo
MOG 37-50, Brilliant Violet 421 - NIH Tetramer Core Facility
VGWYRSPFSRVVHL,
H2-Db
MHV-Spike protein 598- PE - NIH Tetramer Core Facility
605, RCQIFANI, H-2Kb
Sondas
Fluorescencia Codigo
Zombie Aqua 423101 Biolegend
Zombie Yellow 423103 Biolegend
Zombie Violet 423113 Biolegend
Zombie NIR 423105 Biolegend
Caspasa-1 FLICA 660 Immunochemistry
9122 Technologies
DDAO C34554 Invitrogen
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Resultados

1. TMEM176B actua como un canal catidénico inmunorregulador en

la infeccidn severa por B-coronavirus

1.1-TMEM176B tiene un rol protector en la infeccidon por B-coronavirus a
través de la inhibicion del inflamasoma

La activacion delinflamasoma, en particular del NLRP3, se ha asociado con
un rol patogénico en la COVID-19 severa, aunque sus mecanismos aun no estan
completamente caracterizados 7’24, En este contexto, especulamos que
TMEM176B podria ejercer un rol protector al inhibir la activacién del inflamasoma
inducida por B-coronavirus. Esto podria representar un enfoque terapéutico para
reducir la inflamacién exacerbaday la inmunopatologia asociada. Para comenzar a
explorar el rol de TMEM176B en la infeccion por SARS-CoV-2, se analizaron datos
transcriptomicos publicos del lavado brocoalveolar (BAL) de pacientes con COVID-
19 moderada y severa en colaboracién con el Dr. Helder Nakaya 2%3. En estos, se
encontré que TMEM176By su gen homoélogo TMEM176A estaban significativamente
disminuidos en macréfagos del BAL de pacientes con enfermedad severa, en
comparacioén con aquellos con enfermedad moderada (Figura 4A). Por otro lado,
genes asociados al inflamasoma como IL1B, NLRP3 Y ILT1R2 estaban sobre-

expresados en los macroéfagos de los pacientes con enfermedad severa (Figura 4A).

En base a estos datos se buscé determinar la expresion proteica de
TMEM176B en los monocitos de sangre periférica (células CD14") de donantes
sanos, y pacientes internados en cuidados moderados (CM) o en el centro de
terapia intensiva (CTI) de una cohorte uruguaya (Tabla 5A, B). Los monocitos se han
visto aumentados en pacientes con COVID-19 y asociados con la severidad;
ademas, en células CD14" se ha reportado que TMEM176B se expresa de forma
diferencial en comparacién con pacientes sanos 26425 En este punto, no
observamos diferencias entre la expresién de TMEM176B en donantes sanos o

pacientes de CTl o CM (Figura 4B).
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Figura 4. TMEM176B esta implicado en la regulacion del inflamasoma en la infeccién por SARS-CoV2.

(A) Mapa de calor del analisis transcriptémico para los genes indicados en el lavado broncoalveloar de pacientes con COVID-19
moderada y severa. (B) Estudio por Western Blot de los racios Tmem176b/GAPDH en monocitos CD14+ de sangre periférica de
donantes sanos (HDs: Healty Donors), pacientes en cuidados moderados (non-ICU: del inglés non-Intensive Care Unit) y en CTI
(Centro de cuidados intensivos, en inglés ICU) Panel superior: Western Blot representativo de las muestras analizadas. * muestra no
considerada por el bajo nivel de GAPDH. Panel inferior: Gréafica con los datos para todos los pacientes analizados. (C) Estudio de
correlacion entre la Caspasa-1 plasmatica medida por ELISA (R&D #DCA100) y el racio TMEM176B/GAPDH analizado por western
blot en monocitos CD14+ purificados. Las muestras se tomaron de pacientes COVID-19 en Centros de Terapia Intensiva (CTI) o
Cuidados Moderados (CM). (D) La proteina de envoltura (E) del SARS-CoV2 induce la secrecidn de IL-1B y la activacion de la Caspasa-
1 en monocitos humanos THP-1. Células THP1 fueron transfectadas con un pldsmido con la proteina E-GFP del SARS-CoV2 o GFP
sola. La IL-1B se analiz6 en el sobrenadante celular por ELISA y se muestra un experimento representativo de tres * p< 0.05; ** p <
0.01. Student’s t test. La caspasa-1 activa se analizé por citometria de flujo con el reactivo FLICA-1. Se muestra un pool de n=3
experimentos * p< 0.05. One sample t test (E) Se transfectaron células THP1 al igual que en D) en presencia del quelante de Ca?*
BAPTA-AM (10 pM). Se analiz6 la caspasa-1 por citometria de flujo con el reactivo FLICA-1. Se muestra un pool de n=3 experimentos.
* p< 0.05. One-way ANOVA.
(F) La sobre-expresion de Tmem176b inhibio la secrecidon de IL-1B y la activacion de la Caspasa-1 en monocitos humanos THP-1.
Células THP-1 fueron co-transfectadas con la proteina E del SARS-CoV2 y un plasmido con Tmem176b-mCherry o mCherry solo. La
IL-1B se analizé en el sobrenadante celular por ELISA y se muestra un experimento representativo de tres * p< 0.05; ** p < 0.01.
Student’s t test. La caspasa-1 activa se analizé por citometria de flujo con el reactivo FLICA-1. Se muestra un pool de n=3
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Tabla 5A. Caracteristicas de pacientes uruguayos con COVID-19

IQR: Rango intercuartil

Caracteristica

No.

30

Edad, mediana (IQR), afios

65.5 (53.0 — 76.0)

Sexo Masculino

22/30 (73.3 %)

Sexo Femenino

8/30 (26.7 %)

Duracién de la hospitalizaciéon, mediana

(IQR), dias L=<y
WHO-CPS score, mediana (IQR) 8(5-10)
Charlson co-morbidity index, median (IQR) 2(1-3)

CTI

19/30 (63.3 %)

Cuidados Moderados

11/30 (36.7 %)

Temperatura, mediana (IQR), °C

37.8 (37.0 — 38.0)

Tasa respiratoria, mediana (IQR), bpm

25.5 (24.0 — 28.0)

SpOz2, mediana (IQR), %

Condiciones co-existentes

88.0 (86.0 — 89.0)
10/30 (33.3 %)

Demencia

3/30 (10.0 %)

Diabetes mellitus

3/30 (10.0 %)

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

3/30 (10.0 %)

Insuficiencia Cardiaca

1/30 (3.3 %)

Enfermedades del tejido conectivo

1/30 (3.3 %)

Miocardiopatia Isquémica

1/30 (3.3 %)

Tabquismo

No 26/30 (86.7 %)
Actual 1/30 (3.3 %)
Previo 3/30 (10.0 %)

Parametros de laboratorio, mediana (IQR)

PCR, mg/L

158.0 (107.8 — 196.0)

Dimeros D, pg/mL

1.8 (0.7 - 4.2)

Neutrdfilos, células/uL

6100 (4500 — 9125)

Linfocitos, células/uL

850 (500 -1200)

Relacioén Linfocitos / Neutrofilos

0.14 (0.08 — 0.29)

Hemoglobina, g/dL

13.8 (13.4 - 15.7)

Plaquetas, nimero x103/uL

211.0 (176.0 — 262.5)

AST, IU/L 59.0 (44.0 - 76.0)
ALT, IU/L 46.0 (39.0 —74.3)
Albumina, g/dL 3.7(3.5-4.1)
Creatinina, mg/dL 1.1 (0.9-14)

Azotemia, mg/dL

48.0 (35.0 - 65.0)

Ferritina, mg/L

1354.0 (581.0 — 2545.5)

LDH, IU/L
Numero de muertes

467.5 (339.0 — 683.0)
12/30 (40.0 %)
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Tabla 5B. Caracteristicas de donantes sanos uruguayos

IQR: Rango intercuartil

Caracteristica

No.

12

Edad, mediana (IQR), afios

49 (46.5 — 59.2)

Sexo masculino

4/12 (33.3 %)

Sexo femenino

8/12 (66.7 %)
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Luego, se analizd la presencia de Caspasa-1 activa en plasma de los
pacientes y se correlaciond con la expresién de TMEM176B en los monocitos. Se
observé que TMEM176B mostraba una correlacion inversamente proporcional con
la Caspasa-1 activa en plasma en pacientes de CTl y que esto no sucedia para los
pacientes de CM (Figura 4C). Es de destacar que la expresion de TMEM176B en
monocitos CD14" y la presencia de Caspasa-1 activa en plasma no se asociaron
con la presencia de comorbilidad o mortalidad en nuestra cohorte (Figura 5). En su
conjunto, estas observaciones sugieren que TMEM176B podria regular la activacion
delinflamasomainducida por SARS-CoV-2 en pacientes con COVID-19 severa. Para
profundizar en esta hipodtesis, decidimos poner atencién en los mecanismos
moleculares por los que el SARS-CoV-2 activa el inflamasoma. Como se delined en
los antecedentes, la proteina de envoltura (E) del SARS-CoV es capaz de activar al
inflamasoma mediante mecanismos idonicos 2¢. Por ende, especulamos que la
proteina E del SARS-CoV-2 tendria un rol en la activacion del inflamasoma por este
coronavirus 29267 Parg ello, se transfectaron monocitos humanos THP-1 con la
proteina E del SARS-CoV-2 y se observd que esta inducia la secrecion de IL-1B y la
activacion de caspasa-1 (Figura 4D). Asimismo, la quelaciéon de Ca?* con BAPTA-AM
inhibid la activaciéon de la Caspasa-1 inducida por la proteina E, sugiriendo que este
fendmeno dependeria de la movilizaciéon de Ca?* citosolico (Figura 4E). En acuerdo
con esta dependencia idnica, la co-transfeccion de estas células con TMEM176B
inhibid la activacién del inflamasoma mediada por la proteina E (Figura 4F). En su
conjunto, estos resultados apoyan un rol inhibitorio para TMEM176B en la
activacion del inflamasoma mediada por el SARS-CoV-2, que tendria especial

relevancia en la COVID-19 severa.
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Figura 5. Estudio del indice de comorbilidad de Charlson y la mortalidad en funcion de la expresion de TMEM176B y la
Caspasa-1 activa.

(A-B) Analisis de la Caspasa-1 activa en plasma para cada paciente en funcién de su indice de comorbilidad de Charlson (A)
y la presencia o no de mortalidad (B). (C-D) Analisis de la expresion de TMEM176B en monocitos CD14" para cada paciente
en funcion de su indice de comorbilidad de Charlson (C) y la presencia o no de mortalidad (C).

En este escenario, la utilizacién de un modelo murino de infeccion por B-
coronavirus parecia natural para investigar en profundidad el rol de TMEM176B en
larespuestainmune. Para ello, empleamos la cepa MHV-A59, disponible en nuestro
laboratorio y caracterizada por compartir mecanismos inmunes innatos y
adaptativos con el SARS-CoV-2 %%¢274 Este modelo fue puesto a punto por la Dra
Maite Duhalde durante su post-doctorado, con quien colaboramos activamente en
el desarrollo de esta tesis. Se infectaron ratones WTy Tmem176b”- con MHV-A59y
se observo que la delecién de Tmem176b se asocié con una disminucion en la
sobrevida y un aumento en la carga viral (Figura 6A,B). Esto fue acompafado por
una mayor activacion de Caspasa-1 e IL-1B en los higados de ratones Tmem176b”
(Figura 6C), lo que nos llevd a especular que la activacion del inflamasoma podria
explicar la mayor severidad en animales Tmem176b”-. En acuerdo, el bloqueo de la
IL-1B y la delecién de Caspasa-1 disminuyo la carga viral (Figura 6D,E) y recuper? la

sobrevida en estos animales (Figura 6F).
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Figura 6. Tmem176b protege de la infeccion por el B-coronavirus MHV-A59 al inhibir la activacion del inflamasoma.

(A) Estudio de la carga viral en ratones WTy Tmem176b ” por RT-gPCR en el higado de los animales 5 dias post-infeccion

* p<0.05. Student’s t test. (B) Andlisis de la sobrevida en ratones WTy Tmem176b ” durante 20 dias a partir de la infeccion
con MHV-A59. * p<0.05. Log-rank (Mantel-Cox) test. (C) Analisis por Western Blot de proteinas relacionadas al inflamasoma
en el higado de ratones WT y Tmem176b” infectados con MHV-A59. Los ratones se sacrificaron 5 dias post-infeccion. Los
higados fueron procesados, lisados y estudiados por Western Blot para analizar la expresién de IL-1B y Caspasa-1. Se muestra
la cuantificacion para el racio de las bandas IL-1B/pro-IL-1B (panel central) o Caspasa-1/pro-Caspasa-1 (panel derecho). Se
muestra un n=2 para ratones naive en WT o Tmem176b "y un n=3 para animales infectados WT o Tmem176b . * p<0.05; **
p<0.01; ***p<0.001. Two-way ANOVA test. (D) Se analizé la carga viral por RT-gPCR en el higado de ratones WT, Tmem176b ™"
tratados con IgG control y Tmem176b " tratados con anti-IL-1B 5 dias post-infecciéon con MHV-A59. * p<0.05. ** p<0.01. One-

way ANOVA test. (E) Se analizé la carga viral por RT-gPCR en el higado de ratones of WT, Tmem176b'/' y Tmem176b'/'Casp1-/-
5 dias post-infeccién. ** p<0.01. One-way ANOVA test. (F) Se estudié la sobrevida de ratones WT, Tmem1 76b+ yTmem176b

/7Casp1r/r infectados con MHV-A59y bajo los tratamientos indicados. Se inyectd 1 pg de IgG control anti-IL1 B i.p. cada 5 dias
a partir del dia -2 tomando la infecciéon como dia 0. Ademas, se inyectaron 100 pg de anti-CD8 cada 3 dias a partir del dia -2. *
p<0.05; **p<0.001; *** p<0.0001. Log-rank (Mantel-Cox) test
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A continuacién, procedimos a estudiar la carga viral y la expresidon de este
gen en los higados de los animales infectados. Observamos que la carga viral
presentd un maximo en el higado a dia 5 post-infeccion (Figura 7A) y que lainfeccion
aumento la expresion de Tmem176b en el higado de animales WT, al menos en
células MHC-II* (Figura 7B,C). Estos resultados muestran que Tmem176b se induce
de forma temprana, antes de alcanzar el maximo de la carga viral, y que su
expresion se encuentra enriquecida en células MHC-II* como macréfagos, células
dendriticas y linfocitos B. En su conjunto, estos hallazgos muestran un rol protector
para TMEM176B tanto en la infeccion por SARS-CoV-2 en humanos, como de MHV-
A59 en ratén, que dependeria de la inhibicion delinflamasoma. En este escenario,
nos propusimos caracterizar los mecanismos inmunolégicos subyacentes al eje
Tmem176b-inflamasoma, iniciando su estudio en el modelo de infeccion por MHV-

A59.
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Figura 7. La expresion de Tmem176b es inducida por la infeccién viral con MHV-A59.

(A) Andlisis de la carga viral por RT-gPCR en el higado de ratones WT a distintos dias post-infeccion
(B) Anélisis de la expresién de Tmem176b por RT-qPCR en el higado de ratones WT a distintos dias post-infeccién. Se reporta el 2°24¢t
relativo a la expresion de Gapdh (C) Inmunofluorescencia del higado de ratones infectados con MHV-A59 o naive. El tejido se tifié con
anti-MHC Il o anticuerpos Tmem176b y el nticleo se marcé con DAPI. El andlisis se realiz6 mediante microscopia confocal (Zeiss 880) y
procesamiento posterior en Image). Los animales fueron sacrificados 5 dias post-infecciéon. Las flechas indican las células
MHCII+Tmem176b+. Las imagenes mostradas son representativas de 4 animales naive y 4 animales infectados.
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1.2 - La activacién del inflamasoma en ratones Tmem176b”" induce un
estado de agotamiento en linfocitos T CD8*

La caracterizacion de Tmem176b como un factor protector del huésped en
la infeccién por MHV-A59 nos llevd a preguntarnos cuales eran los mecanismos
inmunoldgicos implicados en este modelo. De manera interesante, resultados
obtenidos por Maite Duhalde mostraban que la deplecion de linfocitos T CD8*
impedia la mejora en la sobrevida y el control en la carga viral inducida por el
bloqueo de IL-1B (Figura 8A). Ademas, los ratones Tmem176b 7~ tenian menos
linfocitos T CD8* MHV-especificos (Figura 8B). En este contexto, nos propusimos
estudiar la funcionalidad de los linfocitos T CD8" mediante un ensayo de
citotoxicidad celular in vivo. Observamos que los ratones Tmem176b” presentaron
una capacidad reducida para inducir citotoxicidad celular MHV-especifica (Figura
8C). A su vez, los linfocitos T CD8* de ratones Tmem176b”-Caspasa-1 recuperaron
esa capacidad citotéxica, mostrando que la disminucidn de la citotoxicidad celular
in vivo en animales Tmem176b”- depende de la activacién del inflamasoma (Figura
8D). Esto nos llevd a preguntarnos cuales eran los mecanismos por los que el
inflamasoma podia modular las respuestas de los linfocitos T CD8*. Se ha
reportado que las citoquinas derivadas de la activacion del inflamasoma son
capaces de modular el agotamiento T 11%275, Sj bien este fendmeno se ha reportado
en distintos contextos de infeccién viral crénica y en el cancer, al momento de
escribir esta tesis aun se discutia si en la COVID-19 los linfocitos T estaban

agotados o altamente activados ?7°,

Hipotetizamos entonces que la activacion del inflamasoma podria estar
induciendo el agotamiento en los linfocitos T CD8" de los ratones Tmem176b -
infectados con MHV-A59. En acuerdo, observamos un aumento en los linfocitos T
CD8" exhaustos progenitores (CD44* PD-1* TCF1* TOX") en los higados de animales
Tmem176b - en comparacion con animales WT, mientras que esta diferencia se
perdié en animales Tmem176b - Caspasa-1 7~ (Figura 8E, F). Estos resultados nos
llevaron a proponer que el fenotipo exhausto podia ser rescatado mediante el
bloqueo de la interacciéon PD-1/PD-L1, puesto que el anti-PD-1 es capaz de revertir

parcialmente el agotamiento T en infecciones virales crénicas 2’’. De manera mas
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especifica, la sub-poblacion de linfocitos T exhaustos progenitores es la que

responde al bloqueo de anti-PD-1 en el contexto inmune anti-tumoral '°°,

En concordancia, la administracion de anti-PD-1 disminuyd la carga viral y
recuperd la sobrevida de animales Tmem176b - (Figura 8G, H) pero no de animales
WT (Figura 8l, J). En suma, nuestras observaciones muestran que existiria un
mecanismo patogénico dependiente del inflamasoma que induce el agotamiento
de las células Ty que es regulado por Tmem176b al menos en la infeccién por MHV-

A59vy que podria ser relevante en humanos.
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Figura 8. Los ratones Tmem176b ” generan linfocitos T exhaustos en forma dependiente del inflamasoma en la infeccion por
MHV-A59.

(A) Se estudid la carga viral por RT-qPCR en ratones Tmem176b 7 infectados con MHV-A59 y tratados con anti-IL-18 o anti-IL1B +
anti-CD8. Se inyectd 1 pg de IgG control anti-IL1 B i.p. cada 5 dias a partir del dia -2 tomando la infeccion como dia 0. Ademas, se
inyectaron 100 pg de anti-CD8 cada 3 dias a partir del dia -2. Las cargas virales se estudiaron en los higados 5 dias post-infeccién.
Mann-Whitney test. * p< 0.05. (B) Se estudi6 el infiltrado T CD8+ MHV-especifico en el higado de animales WTy Tmem176b ” por
citometria de flujo. *p< 0.05 Student’s t-test. (C) Se estudi¢ la citotoxicidad celular in vivo dependiente de linfocitos T CD8" MHV-A59
especificos. Se muestran los porcentajes de lisis especifica para ratones WT, Tmem176b * y Tmem176b ” Caspasa-1 ” 5 dias post-
infeccidn. *** p< 0.0071; **** p<0.0001. One-way ANOVA test. (D) Histogramas representativos de los experimentos mostrados en C
(E) Se analizaron por citometria de flujo los higados de animales WT, Tmem176b -/-, Tmem176b ” Caspasa-1 ” en busqueda de
poblaciones T exhaustas. Se muestran los porcentajes de células TOX+TCF-1+ en PD-1+CD44+, dentro de los linfocitos T CD8+ MHV-
A59 especificos. En el andlisis se observan animales de dos experimentos independientes. * p<0.05. One-Way ANOVA test. (F)
Histogramas representativos de los experimentos mostrados en E (G) Sobrevida de animales Tmem176b -/- infectados con MHV-
A59 y tratados con IgG control o anti-PD-1. Se inyectaron 200 pg i.p. de anti-PD-1 o I1gG control cada 2 dias desde el dia -2. ****
p<0.0001. Log-rank (Mantel-Cox) test. (H) Carga viral en el higado de animales Tmem176b ” infectados con MHV-A59 5 dias post-
infeccion y tratados con IgG control o anti-PD-1.* p<0.05. Mann-Whitney test. (I) Sobrevida de animales Tmem176b WT infectados
con MHV-A59 y tratados con IgG control o anti-PD-1. Se inyectaron 200 pgi.p. de anti-PD-1 o IgG control cada 2 dias desde el dia -2.
ns= no significativo. Log-rank (Mantel-Cox) test. (J) Carga viral en el higado de animales Tmem176b ” infectados con MHV-A59 5 dias
post-infeccidn y tratados con IgG control o anti-PD-1. ns= no significativo. Mann-Whitney test.
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1.3 - El eje inflamasoma/disfuncion T se asocio con la severidad en la
COVID-19

Las observaciones en el modelo murino de MHV-A59 nos llevaron a estudiar
si la activacion del inflamasoma y la disfuncidon de células T CD8* podria ser causa
de severidad en la COVID-19. En primer lugar, realizamos una aproximacion
bioinformatica con datos transcriptdmicos publicos de células mononucleares de
sangre periférica 2’8, Las células T exhaustas se caracterizan por co-expresar altos
niveles de PD-1 (codificado por el gen PDCD1) junto con otros receptores
inhibidores como LAG3 (LAGS3), CTLA-4 (CTLA4), TIM-3 (HAVCR2), TIGIT (TIGIT) entre
muchos otros ?’°. Tipicamente, cuanto mds alto sea el numero de receptores
inhibidores co-expresados, mas severo sera el estado de agotamiento. Ademas, la
expresion de PD-1y el agotamiento de células T estarian dirigidos por altos niveles
del regulador transcripcional TOX (Del Inglés: Thymocyte selection-associated high
mobility group box) 28283, En ese sentido, los andlisis bioinformaticos realizados en
colaboracidn con el Dr. Helder Nakaya mostraron que existia una fuerte correlacion
entre la expresion de PDCD1y TOX junto con la de otros receptores co-inhibidores
(LAG3, CTLA4, HAVCR2, TIGIT) en pacientes con COVID-19 severa, mientras que

esto no sucedia para pacientes con COVID-19 moderada (Figura 9A).

Luego, en nuestra cohorte, procedimos a analizar la activacion de células T
CD8" (CD38*HLA-DR*) y la presencia de células PD-1* TOX* en donantes sanos,
pacientes de CM o CTI. Si bien no encontramos diferencias a nivel de la activacion,
se observdé un aumento de células T CD8* PD-1* TOX* (en CD38*HLA-DR*) en
pacientes de CTl en comparacion con los de CM (Figura 9B, C). Ademas, se
evidencio una fuerte correlacion entre la intensidad de fluorescencia media de PD-
1y TOX en células HLA-DR*CD38* en los pacientes de CTIl pero no de CM (Figura
9D). Este aspecto es importante porque se ha propuesto que los niveles de
expresion de TOX podrian diferenciar células agotadas de memoria, siendo las
primeras las que alcanzan niveles de expresion mas elevados 261283284 Asi nuestros
resultados sugieren que la expresion de PD-1 esta dirigida por la expresion de TOXy
que los pacientes con una enfermedad mas severa tendrian linfocitos T CD8*

disfuncionales o exhaustos. A su vez, nos preguntamos si este estado disfuncional
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podia ser desencadenado por la activaciéon del inflamasoma en la infeccidon por
SARS-CoV-2. En acuerdo, los analisis bioinformaticos de la cohorte de McClain
mostraron que el agotamiento y genes asociados al inflamasoma estaban
altamente correlacionados en pacientes con COVID-19 severa pero ho con unha
enfermedad moderada (Figura 9E). Del mismo modo, en nuestra cohorte la
presenciade células T PD-1* TOX*(en HLA-DR* CD38* - CD8*TCRb*) correlacionaron
con la presencia de Caspasa-1 activa en el plasma de pacientes de CTI, pero no de
CM (Figura 9F). De manera interesante, esta correlacidon no se observé para otros
parametros inflamatorios en los pacientes de CTI (/CU) (Figura 10). Estos hallazgos
sugieren que la activaciéon del inflamasoma induce un estado agotado o
disfuncional en las células T CD8*, lo que representaria un posible mecanismo
patogénico en la enfermedad severa. Este fendmeno parece estar conservado entre
especies, en concordancia con lo observado en la infeccidon por el B-coronavirus
murino, donde las células T CD8+ muestran un estado disfuncional que les impide
controlar eficazmente la infeccién viral. En este escenario, la modulacién del

agotamiento podria constituir una estrategia terapéutica.
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Figura 9. Las células T exhaustas aumentan en la COVID-19 severay correlacionan con la Caspasa-1 activa.

(A) Network plot (grafico de red) representando las correlaciones de Pearson de los genes indicados, asociados al
agotamiento de células T, a partir de datos transcriptémicos de células de sangre periférica de la cohorte de McClain et. al.
para COVID-19 severa o moderada (B) Panelizquierdo: Dot-plots representativos de citometria de flujo del analisis de células
CD38"HLA-DR* dentro de las CD8'TCRb* Panel derecho: porcentajes individuales de células CD38"HLA-DR* dentro de las
CDB8'TCRb" para cada paciente estudiado en CM (non-ICU, del inglés non-Intensive Care Unit) o CTI (ICU). *p<0.05, unpaired
Student’s t-test. (C) Panelizquierdo: Dot-plots representativos de citometria de flujo del analisis de células PD-1"TOX" dentro
de las células CD38"HLA-DR*CD8*TCRb" Panel derecho: porcentajes individuales de células PD-1"TOX" dentro de las células
CD38"HLA-DR*CD8*TCRb" para cada paciente estudiado en CM o CTI. *p< 0.05, unpaired Student’s t test. (D) Estudio de
correlacién para el MFI determinado por citometria de flujo para PD-1y TOX, en las células CD38"HLA-DR*CD8'TCRb" en
pacientes en CM o CTI. Se muestra el coeficiente de Pearson y el p-valor en cada caso. (E) Network plot (gréfico de red)
representando las correlaciones de Pearson de los genes indicados, asociados al agotamiento de células Ty al inflamasoma,
a partir de datos transcriptomicos de células de sangre periférica de la cohorte de McClain et. al. para COVID-19 severa o
moderada. (F) Estudio de correlacidn para el porcentaje de células PD-1"TOX" en células CD38"HLA-DR*CD8'TCRb" y la
Caspasa-1 activa en pacientes en CM o CTI. Se muestra el coeficiente de Pearson y el p-valor en cada caso.
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Figura 10. Estudio de correlacién para la presencia de células TOX'PD-1* dentro de las células T CD8" activadas en
funcion de distintos parametros inflamatorios.

Se muestra el estudio de correlacion para el porcentaje de células PD-1"TOX" dentro de las células CD38"HLA-DR*CD8*TCRb*
y distintos parametros inflamatorios como la presencia de linfocitos (Lymphocytes/uL) y neutréfilos en sangre (Neutrophiles/

pL), asi como el racio Neutréfilos/Linfocitos (Neutrophils/Lymphocytes), la proteina c reactiva (PCR), ferritina (ferritin) y D-
dimeros (D-dimers) para cada paciente de CM (non-ICU) o CTI (/ICU).

A continuacioén, procedimos a evaluar si el bloqueo de PD-L1 jn vitro podia
revertir la disfuncién de células T en pacientes de CTIl. Para esto, PBMCs de
pacientes con COVID-19 en CTI se trataron con péptidos del SARS-CoV-2 en
presencia o ausencia de un anticuerpo-a-PD-L1. El tratamiento con péptidos del
SARS-CoV-2 se asocié un aumento en el porcentaje de células PD-1* TOX* (Figura
11A), pero no logrd inducir significativamente la produccién de IFN-y (Figura 11B).
Por el contrario, el bloqueo de PD-L1 rescatd la produccidon de IFN-y en estas
células (Figura 11B), sin modificar el porcentaje de células PD-1* TOX* (Figura 11A).
Resultados similares se observaron para la produccion de TNF-a por citometria de
flujo (Figura 11C). Asuvez, el blogueo de PD-L1 invitro no se asocié con un aumento
generalizado en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias en los
sobrenadantes de PBMCs de pacientes criticos con COVID-19 (Figura 12). Estos
resultados muestran que el bloqueo de PD-L1 in vitro es capaz de recuperar la

disfuncion de células T en pacientes con COVID-19 severo.
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Figura 11. Los linfocitos T exhaustos de pacientes con COVID-19 severa pueden ser modulados por
anticuerpos anti-PD-L1.

(A) Estudio de citometria de flujo del porcentaje de células PD-1 "TOX dentro de las células T CD38 HLA-DR CD8’
de 4 pacientes de CTl con COVID-19. Las células se incubaron durante 24 horas con un IgG control (20 pg/ml;
human IgG1) o un anticuerpo anti-PD-L1. Luego, se agregaron 6 nmol de péptidos del SARS-CoV-2 por 6 horas. En
el panel izquierdo se muestran dot-plots representativos y en el panel derecho se muestran los datos para 4
pacientes. *p < 0.05; **p < 0.01; ****p < 0.0001, One-Way ANOVA test. (B) Estudio de citometria de flujo de la
produccion de IFN-Y en células CD8 TCR-B~ CD38 HLA-DR™ PD-1'TOX  de los mismos pacientes de CTI
estudiados en (A) y bajo las mismas condiciones experimentales. En el panel izquierdo se muestran dot-plots
representativos y en el panel derecho se muestran los datos para 4 pacientes. *p < 0.05, one-way ANOVA test. (C)
Estudio de citometria de flujo de la produccién de TNF-a en células CD8+TCR-B+ CD38'HLA-DR’ PD-1TOX" de tres
pacientes en CTl con COVID-19, que fueron tratados como se describe en (A). Se muestran dot-plots
representativos.
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Figura 12. Estudio de citoquinas secretadas al sobrenadante de PBMCs de pacientes en CTI.
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Los sobrenadantes de los cultivos de PBMCs empleados en la Figura 11A-B fueron evaluados para un conjunto de 12

citoquinas. Las células se incubaron durante 24 horas con IgG control (20 pg/ml, IgG1 humana) o anticuerpo anti-PD-L1.

Luego, se agregaron 6 nmol de péptidos de SARS-CoV-2 al cultivo por 6 horas. Las citoquinas se cuantificaron por citometria

de flujo usando un kit multiplex basado en beads de captura. Los valores absolutos se estandarizaron en relacion a la

condicion control (100%). ns= no significativo, * p< 0.05. One sample t-test.

91



1.4 - La modulacion farmacologica de TMEM176B in vitro modula el eje
inflamasoma/disfuncion T inducido por el SARS-CoV-2

Los resultados obtenidos hasta ahora demuestran que TMEM176B regula la
activacion del inflamasoma inducida por SARS-CoV-2 y MHV-A59, desempenando
un papel protector al mitigar la disfuncidon de las células T asociada con dicha
activacion. A partir de estos hallazgos, nos planteamos modular esta via
farmacoldgicamente in vitro. Hipotetizamos entonces, que si pudiésemos inducir
la actividad i6nica de TMEM176B podriamos bloguear la activaciéon del
inflamasoma inducida por el SARS-CoV-2 y asi prevenir la disfuncidon de células T
CD8*. En ese contexto identificamos un flavonoide, la isoquercetina, capaz de
inducir la actividad de transporte iénico especifica de TMEM176B (Figura 13A).
Dado que no contdbamos con una instalaciéon donde poder trabajar con el SARS-
CoV-2, colaboramos con el grupo del Dr. Pedro Moraes (Laboratorio de
Inmunometabolismo, Universidad de Campinas, SP, Brasil) que permitié evaluar el
efecto de la isoquercetina en monocitos humanos (CD14") infectados con SARS-
CoV-2. Se observd que el tratamiento con isoquercetina inhibié la secrecion de IL-
1B y la activacion de Caspasa-1 inducida por el SARS-CoV-2 (Figura 13B,D) sin
afectar la carga viral (Figura 13C). Estos resultados mostraron que la isoquercetina
es capaz de inhibir la activacion del inflamasoma inducida por SARS-CoV-2 en

monocitos humanos CD14".

Luego, nos preguntamos si esta activacion del inflamasoma en los
monocitos podria modular la funcidon de linfocitos T CD8*. Para explorar esta
hipdtesis, se utilizaron los medios condicionados de cultivo (MCC) obtenidos de
monocitos en distintas condiciones experimentales y se emplearon en un ensayo
de reaccioén linfocitaria mixta (MLR; Del inglés Mixed Lymphocyte Reaction). Los
resultados mostraron que el MCC derivado de monocitos infectados indujo un
aumento en la expresion del receptor co-inhibidor PD-1 en los linfocitos T CD8*
(Figura 13F) en comparacion con el MCC de monocitos no infectados. Esto sugiere
que la activacion del inflamasoma en monocitos infectados in vitro, induce la
secrecioén de factores solubles capaces de modular la funcién de los linfocitos T

CD8". Sibien la expresiéon de PD-1 no es exclusiva de los linfocitos T disfuncionales
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o exhaustos, esta aumenta en dichas poblaciones celulares y contribuye al proceso
de agotamiento 2%, Es de destacar que el MCC de monocitos infectados y tratados
con isoquercetina redujo la expresion de PD-1 en los linfocitos T CD8* en
comparaciéon con el MCC de monocitos infectados en ausencia de la droga (Figura
13F). Por otro lado, apoyando el escenario de que la expresién de PD-1 es un
marcador de agotamiento en nuestro modelo, el bloqueo de PD-1 aumentd de
manera significativa la produccidon de IFN-y en los linfocitos T CD8+ (Figuras 13G,H).
Esto ocurrié en presencia del MCC de monocitos infectados, en comparacién con

el de monocitos sin infectar.

93



MFl ANG-2

A B c
ke Fkk
- _ T wHAW — 1500+ EhEE
200000 W mChery- . 2000 = L
@ mCherry+ _ E
1500004 E 16004 B 10004
. a2 8
100000 £ 1000 =
= T 500
50000 i 500+ -
0- 0 T T i T T T :; 0 T T T T T
.,\.5!;@ &@ z-"é 6,5% X $ \\‘} o &‘&\ \}& ‘3590 @Q‘b o @60 %\?@ @\3}
& & & & F P S e F o o & o o
& & &L P ST AT v * o0 @ o @
o o @ @ & & 4P N g oS SR e
R < T < o I Y ¥ & F Y v
< s S @ac’ Y T oF @}c’ - & A7 (8
AN & & P o
S N S & & & & GJ??
@G} & s ) e
p ° E
w
o
© 8000+ 4k "
s = A A
O 6000+ Unstained Pterd Y
g Mock NN
= 4000 T DWSD VAR
; Mock
= I5a
O 2000 SARS-CoV-2 M .
0 DMSO ;Ll’ o
™ 0 T T T SARS-CoW-2 f S
" + 2 0 150
= o o o e
Q\‘i\ \Qf;r 0\3‘ o N FLICA-1
c'.;?" c’?‘
F
Mock SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
DMSO DMSO 15Q
— 1% 18% 3%
& | B
€ @ »
>
cD8
G H
L
o * ® o
£ . ® 4000+ .
o 604 — .
g & 30001 T
o
o 10 © 2000-
e 304 <
i 204 > 1000 ==
£l N Heinl Ts
& L
3_9 0 T T T % 0 T T T
o e v o o g Vv
P 4 d SN S
\i\&\é’ & & P \\éﬁgcf’ & & t}\c‘? “‘Qo Qgﬂ’ &\oz%ﬂ"qo
R 3 K: § S
(p&\ & ‘:??‘CP& ‘:??‘ & 00{1&\ & & CP& F &

94



Figura 13. Modulacién farmacolégica del eje inflamasoma/disfuncion T inducido por el SARS-CoV2 in vitro.

(A) Estudio de citometria de flujo del transporte de Na’ dependiente de Tmem176b en células CHO cargadas con la sonda

sensible al Na’ Asante NaTRIUM Green-2 (ANG-2). Las células se trataron con isoquercetina (ISQ) 5 uM o DMSO (control
vehiculo). Se muestra un experimento representativo de 4. * p<0.05; ** p < 0.01. Two-way ANOVA test. (B) Estudio de la
secrecién de IL-1B8 en monocitos humanos infectados con SARS-CoV-2 + 5 uM ISQ. Mock = no infectado. Se muestra un
experimento representativo de tres. *** p<0.001; **** p < 0.0001. One-way ANOVA test. (C) Estudio de la carga viral en
monocitos humanos infectados con SARS-CoV2 + 5 uM ISQ. Se muestra un experimento representativo de tres. ****p <
0.0001. One-way ANOVA test. (D) Estudio del MFI de la sonda FLICA-1 (especifica para la Caspasa-1 activa) de un pool de
tres experimentos independientes donde los monocitos humanos estan no infectados (mock) o infectados con SARS-
CoV2 y tratados con DMSO (control vehiculo) o 5uM ISQ. * p< 0.05; ** p < 0.01. One-way ANOVA test. (E) Histogramas
representativos de citometria de flujo de los experimentos mostrados en D. Se muestra un experimento representativo de
tres. (F) Estudio de la expresion de PD-1 por células CD8+ TCR-B+ co-cultivadas con monocitos alogénicos + medio de
cultivo condicionado (MCC) de monocitos infectados con SARS-CoV2 = 5uM ISQ. Se muestra un experimento
representativo de tres. (G-H) Estudio de citometria de flujo de la expresidn de IFN-y por linfocitos T CD8+ co-cultivados
con monocitos alogénicos + MCC de monocitos sin infectar (mock) o infectados con SARS-CoV2 + anti-PD-1 o su
anticuerpo control (20 ug/mL). El porcentaje de células IFN-y+ se muestra en Gy la media de intensidad de fluorescencia
(MFI) de células positivas en H. Las graficas muestran un experimento representativo de tres.* p<0.05; ** p < 0.01. One-
way ANOVA test

Por tanto, la activacién farmacoldogica de TMEM176B y el bloqueo de la
interaccion PD-1/PD-L1 puede abolir la modulacién de linfocitos T inducida por
factores solubles producidos por monocitos humanos infectados con SARS-CoV-2.
En ese contexto, resultados previos del grupo del Dr. Pedro Moraes mostraban que
uno de esos factores podria ser la IL-1B, puesto que su bloqueo controla la
modulacion de linfocitos T inducida porel MCC de monocitos infectados con SARS-
CoV-2 2% Estos resultados sugieren ademas que la activacion del inflamasoma en
monocitos infectados con SARS-CoV-2 tiene el potencial de inducir la disfuncidn
de las células T. En ese contexto, TMEM176B surge como potencial blanco
farmacoldgico para inhibir la activacion del inflamasoma en COVID-19y prevenir la
disfuncion T. Ademas, el blogueo de la interaccion PD-1/PD-L1 aparece como
potencial estrategia terapéutica para modular el agotamiento en el contexto de las

infecciones por -coronavirus.
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2. TMEM176B protege frente a la encefalomielitis autoinmuney

constituye un potencial blanco terapéutico

2.1 Tmem176b protege de la severidad en la Encefalomielitis Autoinmune
Experimental

Para explorar el rol protector de TMEM176B en la autoinmunidad, utilizamos
el modelo murino de Esclerosis Multiple la "Encefalomielitis Autoinmune
Experimental" (EAE). Este es el correlato murino mas utilizado como modelo pre-
clinico para estudiar la EM, ya que reproduce diversos efectos observados en la
enfermedad humana, como la inflamaciéon, desmielinizacion, pérdida axonal,
gliosis y presenta una respuesta inmune similar . Ademas, reproduce el rol
patogénico del inflamasoma en la EM, puesto que los ratones Nirp3”, Casp-17-y
Asc”, presentan un inicio tardio y una menor gravedad de la EAE °*'9', Desde un
punto de vista cinético, cursa con picos y remisiones pudiendo identificarse
distintas etapas: pre-induccién (dia 0), pre-clinica (dias 1-9), clinica (10-19) y

remision (20-21).

En primer lugar, evaluamos la expresion total de Tmem7176b en la médula
espinal (ME) para las diferentes etapas de la EAE observando que su expresion
aumentoé en los dias 9 y 16 post-induccion, para luego disminuir hacia el dia 21
(Figura 14A). De manera mas especifica, estudios de inmunofluorescencia
incluidos en la tesis de grado de Antonella D’Anatro (que se desarrolldé bajo mi
orientaciéon) mostraron que la expresion de Tmem176b disminuia en la microglia de

animales con EAE (dia 21) al comparar con animales sin inducir (Figura 14B,C).
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Figura 14. Perfil de expresion de Tmem176b en la médula espinal y microglia de animales naive o con EAE.

Se indujo la EAE en hembras WT y el dia del sacrificio los animales fueron anestesiados profundamente y se extrajo la médula
espinal. (A) Los animales fueron sacrificados a los dias indicados post-induccién y se realizé6 RT-qgPCR para la expresion de
Tmem176b en la médula espinal. Se reporta el 22 relativo a la expresién de Gapdh. (B) Inmunofluorescencia de Tmem176b e
Iba1 en la regién del cuerno ventral en la médula de ratones naive y con EAE. Imagenes representativas de cada grupo con los
marcadores DAPI (azul), Ibal (verde) y Tmem176b (rojo). El andlisis se realiz6 mediante microscopia confocal (Zeiss 880) y

procesamiento posterior en Imagel. (C) Se muestra el analisis cuantitativo del porcentaje de células Tmem176b Iba1” sobre el
total de las células microgliales (Iba1*) de animales naive o con EAE por campo, para un promedio de n=10 campos por animal.
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Al analizar la incidencia de la enfermedad, encontramos una similitud entre
los animales WTy Tmem176b” (Figura 15B). En cambio, los ratones Tmem176b”
Caspasa-17- mostraron una menor incidencia y un retraso en el inicio clinico,
posiblemente atribuibles a la delecidon de Caspasa-1 (Figura 15B) *'9', Por otro
lado, los animales Tmem176b~ desarrollaron una forma mas severa de la EAE, con
un aumento del score clinico que fue estadisticamente significativo entre los dias
16-20 post-induccion al comparar con los WT (Figura 15A). Este incremento no se
observé en los animales Tmem176b”-Caspasa-1"-, lo que podria deberse a un
efecto independiente de la delecion de Caspasa-1 o, alternativamente, a que la
mayor severidad observada en ausencia de Tmem176b sea mediada por el

inflamasoma

- WT (n=9/9)
@ Tmem176b * (n=10/10)
-©- Tmem176b * Casp-1 7 (n=5/10)

- WT } ns
100+ -® Tmem176b -/- }*
- Tmem176b -/- Casp-1 /-] "

50

EAE clinical score
% of EAE induced mice

0 T T T T 1
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Days after EAE induction

0 5 10 15 20
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Figura 15. Respuesta a la encefalomielitis autoinmune (EAE) en ratones WT, Tmem176b~ y Tmem176b” Caspasa-1".
Se inmunizaron hembras entre 9-13 semanas C57BL/6 con 200 pg de péptido MOG-35-55 emulsificado en Adyuvante Completo de Freund

(CFA) y se monitorearon diariamente. (A) Se indica el score clinico para ratones WT, Tmem176b-/- o Tmem176b-/--Casp-1-/-. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto del grupo WT. p-valor ajustado: (*) p < 0.05 (**) p <0.01 (***) p <0.01 Two-way RM ANOVA - con
correccion de Bonferroni para multiple comparacion aplicado al score clinico dia a dia. (B) Se muestran las curvas de incidencia de la EAE

para los grupos WT, Tmem776b-/- [¢) Tmem176b-/-—Casp—1-/-. (***) p<0.001 Log-Rank Mantel-Cox test.

En acuerdo con las diferencias observadas para la severidad, estudios de
microscopia confocal realizados junto con Antonella mostraron un aumento en la
microgliosis en la médula espinal (ME) de animales Tmem176b” a dia 21 post-
induccioén (Figura 16A), en comparacion con el grupo WTy Tmem176b”-Caspasa-1-
~, un parametro indicativo de neuroinflamacion 2¢. Asimismo, se detecté un
aumento en el numero de células microgliales activadas (lba-1*"MHC-II*) en el grupo
Tmem176b” (Figura 16B) donde la mayor parte de las células microgliales

expresaron MHC-II (Figura 16C). Ademas, en el dia 21 post-induccion, detectamos

98



una mayor desmielinizacién en la ME de animales Tmem176b”- alcomparar con los
WT (Figura 17). En ese mismo contexto, estudios hematoldgicos mostraron un
aumento — aunque estadisticamente no significativo (p=0.076) - en la relacién
Neutréfilos/Linfocitos en los ratones Tmem176b” a dia 15 post-induccién (etapa
clinica) frente a animales WT (Figura 18B). Este indice suele ser mas alto en
pacientes con EM en comparacién con controles sanos y se asocia con la actividad
de la enfermedad 2%. En acuerdo, no se observo esta diferencia entre el grupo WTy

Tmem176b” en animales en la etapa pre-clinica (dia 8) o en remisién de la

enfermedad (dia 21) (Figura 18A, C).
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Figura 16. La ausencia de Tmem176b se asocia con un aumento de la microgliosis en la médula espinal.

Se indujo la EAE en hembras WT y Tmem176b'/'. Los animales fueron sacrificados mediante anestesia profunda y perfusion
transcardiaca con paraformaldehido (PFA) 4% (v/v) en PBS pH=7.4. Las médulas espinales fijadas con PFA fueron extraidas, inmersas en
OCT®y cortadas en secciones de 10 pm. Luego, fueron tefiidas con el con el anticuerpo Iba-1 (verde) para detectar la microgliay MHC-II
(rojo) para evaluar el nivel de activacion y DAPI (azul) para visualizar los nucleos. En el panel superior se muestran imagenes
representativas de microscopia confocal (10x). En el panel inferior, se muestra el andlisis cuantitativo del porcentaje de Iba1+/células

totales/campo (A) MHC-II'Iba1’/células totales/campo (B) MHC-1I" Iba1’/ células Iba1+/campo (C). n=10 campos/animal. Los datos se
expresan como Promedio+SEM y se analizaron por One-Way ANOVA multiple comparisons. .**p <0.01 ****p <0.0001
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Figura 17. Cuantificacién de la mielina en ratones WT, Tmem176b”~ y Tmem176b " Caspasa-1" con EAE.

Se indujo la EAE en hembras WT y Tmem176b'/'- Los animales fueron sacrificados mediante anestesia profunda y perfusion
transcardiaca con paraformaldehido (PFA) 4% (v/v) en PBS pH=7.4. Las médulas espinales fijadas con PFA fueron extraidas,
inmersas en OCT®y cortadas en secciones de 10 um. Luego, fueron tefiidas con Luxol Fast Blue (LFB) y se analizé6 la cantidad de
mielina (marcada con LFB) mediante Image). Se muestra el anélisis cuantitativo del porcentaje de desmielinizacién normalizado

por el &rea total de la médula e imagenes representativas de la médula espinal de animales WT, Tmem176b” y Tmem176b ”

Caspasa-f/- (panel derecho). Mann-Whitney Test *p < 0.05
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Figura 18. Analisis hematolégico del indice Neutréfilos/Linfocitos en ratones WTy Tmem176b ~/- con EAE.
Se indujo la EAE en hembras WTy Tmem176b™" y se realizaron extracciones de sangre de ratones en la etapa pre-clinica (dia

8) (A), clinica (dia 15) (B) y en remisién (dia 21) (C). La sangre se analizé con el contador hematolégico Mindray BC500Vet. Y se
evalué elindice (ratio) Neutrofilos/Linfocitos. t-test no pareado. * p < 0.05
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Puesto que el rol inhibidor de Tmem176b sobre el inflamasoma podria
explicar su efecto protector en la EAE, procedimos a estudiar la activacion de la
Caspasa-1 en la microglia y células del compartimento mieloide mediante analisis
por citometria de flujo. Esto fue evaluado tanto en la ME como en los ganglios
drenantes (dLNs) del sitio de inmunizacion siguiendo la estrategia de definiciéon de
poblaciones celulares representada en las Figuras 19 y 20. Resulta pertinente
aclarar que si bien en estas figuras se muestra el estudio de la Caspasa-1 en los
neutrofilos, la presencia de esta poblacién fue variable y tuvo una activacién nula o

muy baja de Caspasa-1 por lo que fueron excluidos de la cuantificacién posterior.
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Figura 19. Estrategia de analisis para el estudio por citometria de flujo de la activaciéon Caspasa-1 en poblaciones
mieloides de la médula espinal.

(A) Se muestran dot-plots representativos para la estrategia empleada para identificar las distintas poblaciones
mieloides en la médula espinal. (B) Dot-plots representativos para el andlisis de activacion de la Caspasa-1 (Casp-1) en
las distintas poblaciones mieloides de la médula espinal.
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Figura 20. Estrategia de analisis para el estudio por citometria de flujo de la activacion de Caspasa-1 en poblaciones
mieloides de los ganglios drenantes al sitio de inmunizacion.

(A) Se muestran dot-plots representativos para la estrategia empleada para identificar las distintas poblaciones mieloides
en los ganglios inguinales, drenantes al sitio de inmunizacion. (B) Dot-plots representativos para el analisis de activacion de
la Caspasa-1 (Casp-1) en las distintas poblaciones mieloides de los ganglios inguinales.
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Estos anélisis mostraron que en la etapa clinica (dia 15) la microglia mostré
un aumento significativo en la activacién de Caspasa-1 en la ME de ratones
Tmem176b” en comparacion con los WT (Figura 21A). Curiosamente, esta
tendencia no se observd para otras poblaciones mieloides relevantes en la
activacion del inflamasoma como monocitos/macréfagos Ly6C"e", monocitos
Ly6C" y cDCs CD11b*, en la ME o en los ganglios en esta misma etapa de la
enfermedad (Figura 21B-G).
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Figura 21. Analisis por citometria de flujo de la activacion de la Caspasa-1 en poblaciones relevantes para la activacién del
inflamasoma para la etapa clinica de la EAE.

Se indujo la EAE en animales WTy Tmem176b™~ . Adia 15 post-induccioén, se sacrificaron los animales mediante antestesia profunda
y se realizé perfusion transcardiaca con HBSS. Se extrajo la médula espinal (A-D) y se separo la fraccion celular de la mielina mediante
gradiente de percoll al 30%. Ademas, se extrajeron los ganglios inguinales drenantes al sitio de inmunizacién (E-F). Las células se
marcaron con anticuerpos o la sonda FLICA (especifica para la Caspasa-1 activa) para su andlisis por citometria de flujo. Se muestra

el porcentaje de células FLICA* (Caspa-1*) dentro de la microglia (CD45'0WCD11b*) (A), monocitos Ly6ClOW (CD11b* Ly6G") (B, E),
monocitos/macréfagos Ly6CNiEN (CD11b* Ly6G~) (C,F) y células dendriticas convencionales (cDCs) CD11b* (CD11b* MHC-
II*cp11chi8Ny (D,G). Unpaired Mann-Whitney t-test. p<0.05

104



Buscando analizar los efectos dependientes del inflamasoma en la
poblaciéon mieloide, especulamos que estos podrian ser mas evidentes durante el
pico de la EAE (dia 18 en nuestro modelo, Figura 15). A pesar de que en este punto
no observamos diferencias para la activaciéon de la Caspasa-1 en la microglia o el
infiltrado mieloide en la ME (Figura 22A-D), detectamos que en los dLN, los
monocitos/macrofagos inflamatorios (CD11b* Ly6G™ Ly6CMé"), de ratones
Tmem176b - mostraron una mayor activacién de la Caspasa-1 (Figura 22F).
Ademas, las células cDCs CD11b* mostraron una tendencia en el mismo sentido
(Figura 22G). En su conjunto, estos resultados apoyan un rol protector para

Tmem176b en la EAE dado por su rol inhibidor del inflamasoma.
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Figura 22. Analisis por citometria de flujo de la activacion de la Caspasa-1 en poblaciones relevantes para la activacion del

inflamasoma en el pico de la EAE.

Seindujo la EAE en animales WTy Tmem176b~~. Adia 18 post-induccion, se sacrificaron los animales mediante antestesia profunda

y se realiz6 perfusion transcardiaca con HBSS. Se extrajo la médula espinal (A-D) y se separé la fraccién celular de la mielina

mediante gradiente de percoll al 30%. Ademas se extrajeron los ganglios inguinales drenantes al sitio de inmunizacion (E-F). Las

células se marcaron con anticuerpos o la sonda FLICA (especifica para la Caspasa-1 activa) para su analisis por citometria de flujo.
Se muestra el porcentaje de células FLICA™ (Casp-17) dentro de la microglia (CD45/°WCD11b™) (A), monocitos LysClOW (CD11b*
Ly6G") (B,E), monocitos/macréfagos LyGChigh (CD11b* Ly6G~) (C,F) y células dendriticas convencionales (cDCs) CD11b™ (CD11b*
MHC-II*CD11cNi8N) (D,G). Unpaired Mann-Whitney t-test.* p<0.05
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2.2 La delecion de Tmem176b se asocio con el agotamiento de los linfocitos
TCD8" y la modulacion de células Th17

Como fue descrito en los antecedentes y en la primera parte de esta tesis,
TMEM176B es capaz de modular la respuesta de células T CD8" en contextos anti-
tumorales y anti-virales 52?%°, Con estos antecedentes, y con el objetivo de
profundizar en los mecanismos protectores de Tmem176b en el contexto de la EAE,
procedimos a estudiar el compartimento de células T. Inicialmente, no se
encontraron diferencias a nivel del porcentaje o numero de los linfocitos T CD8*
totalmente, ni en la activacién de estas células en animales WT, Tmem176b” o

Tmem176b”-Caspasa-1"- (Figura 23).
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Figura 23. Analisis de citometria de flujo de linfocitos T CcD8* en la médula espinal de animales con EAE.

Se indujo la EAE en animales WTy Tmem176b™/~ Eldia del sacrificio, los animales fueron sacrificados mediante anestesia profunday
perfusién transcardiaca con HBSS. Se extrajo la médula espinal y se separ6 la fraccion celular de la. mielina mediante gradiente de
percoll al 30%. Las células se marcaron con anticuerpos para su analisis por citometria de flujo Se muestran la estrategia de gating (A)
para la identificacién del porcentaje (B) y nUmero absoluto (D) de linfocitos T CD8+, asi como el porcentaje (C) y nUmero absoluto (E) de

linfocitos T CD8+ efectores (CD44*PD-1"KLRG1%). Tukey's multiple comparisons test p<0.05
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En un analisis mas detallado del compartimento T CD8* estudiamos
las células T CD8" autorreactivas activadas en animales Tmem176b” versus WT
tanto en la ME como en los ganglios drenantes (Figura 24). Este abordaje reveld
mayores porcentajes de células T CD8" autorreactivas activadas en animales
Tmem176b” versus WT en ambos sitios (Figura 24A,B). Sin embargo, estas
diferencias no alcanzaron significancia estadistica, muy probablemente debido al
bajo numero de animales analizados. Cabe senalar que, mientras se redacta esta
tesis, se estan realizando experimentos adicionales para incrementar el tamafo

muestral y confirmar estas observaciones.

A partir de los hallazgos de la primera parte de esta tesis en la infeccidn viral,
decidimos explorar en el modelo de EAE el estado de agotamiento de los linfocitos
T CD8"*. Nuestros resultados mostraron un aumento en la sub-poblacion T exhausta
progenitora (Tpex) en la ME de ratones Tmem176b” respecto a los grupos WT y
Tmem176b”Casp1” (Figura 25B,C). Es de destacar que, en los ganglios drenantes
del sitio de inmunizacién, se observo un patrén inverso, con una disminucion en el
numero absoluto de estas subpoblaciones, lo que podria reflejar su migracion
desde el ganglio hacia la médula espinal (Figura 25D,E). Las células Tpex poseen
capacidad de autorrenovacion, dan lugar a las otras sub-poblaciones de exhaustas
y podrian mediar la severidad al promover la persistencia de linfocitos T CD8+
autorreactivos?®®?®!, En ese espiritu decidimos estudiar si las distintas sub-
poblaciones de exhaustas se relacionaban de alguna forma con la severidad de la
enfermedad. En acuerdo, hallamos una correlacidon positiva y estadisticamente
significativa entre la severidad y la presencia de células T exhaustas transitorias en

Tmem176b”, que no se observo en animales WTy Tmem176b”Casp 1 (Figura 26).
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Figura 24. Analisis de Citometria de flujo de linfocitos T CD8* autorreactivos en la médula espinal y los ganglios de animales
con EAE.

Se indujo la EAE en animales WT y Tmem176b~- . Los animales fueron sacrificados mediante anestesia profunda y perfusiéon
transcardiaca con HBSS. Se extrajo la médula espinal y los ganglios inguinales que drenan al sitio de inmunizacién. Las células se
marcaron con anticuerpos y tetrameros con el péptido MOG 37-50 para su andlisis por citometria de flujo

Panel superior: Dot-plots representativos para el analisis de la células T CD8* autorreactivas en la médula espinal y ganglios de
animales WTy Tmem176b~~ con EAE. Panelinferior: Se muestran el porcentaje de células especificas para la proteina MOG de la

mielina, CD44%, dentro del total de células T CD8%.en la médula espinal (A) o los ganglios drenantes (B).
Unpaired Mann-Whitney test *p <0.05
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Figura 25. Analisis de Citometria de flujo del agotamiento de linfocitos T CD8* en la médula espinal y ganglios drenantes de

animales con EAE.

Se indujo la EAE en animales WTy Tmem176b

-/

El dia del sacrificio los animales fueron sacrificados mediante anestesia

profunda y perfusién transcardiaca con HBSS. Se extrajo la médula espinal (B-C) y los ganglios inguinales drenantes al sitio de
inmunizacién (D-E). Las células se marcaron con anticuerpos para su andlisis por citometria de flujo. (A) Se muestran dot-plots
representativos para la estrategia de gating utilizada para identificar el porcentaje (B,D) y nimero absoluto (C,E) de las poblaciones
de linfocitos T CD8+ exhaustos progenitores (CD44+PD-1+TOX+CD101-CX3CR1-), transitorios (CD44+PD-1+TOX-CD101-
CX3CR1+) y terminales (CD44+PD-1+TOX+CD101+CX3CR1-). Tukey's multiple comparisons test *p<0.05, **p<0.01
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Figura 26. Estudio de correlacion para la presencia de linfocitos T CcD8* exhaustos y la severidad de la EAE.

EAE maximum clinical score

Se muestra el estudio de correlacion para el porcentaje de distintas sub-poblaciones de linfocitos T CD8+ exhaustos: progenitores
(CD44'PD-1"TOX'CD101"CX3CR1), transitorios (CD44"PD-1"TOX'CD101°CX3CR1*) y terminales (CD44'PD-1"TOX"CD101*CX3CR1") frente al score

clinico maximo de la EAE para cada animal para los grupos WT (superior), Tmem176b7/- (medio) y Tmem176b'/'Caspase-1'/' (inferior). Pearson’s

Correlation study. ****p<0.0001.
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Las células Th17 constituyen otra poblacién inmune adaptativa con un rol
preponderante en la patogenia de la EAE '%¢. Por esta razén y sumado al hecho de
que en modelos murinos de cancer *2, se observé que esta poblacién aumenta en
ausencia de Tmem176b, decidimos analizarla en nuestro modelo. Nuestros
resultados mostraron que en la ME (dia 21 p.i.) hay un mayor niumero de estas
células en los animales Tmem176b” en comparacién con el grupo WT (Figura 27B),
a pesar de no encontrar diferencias en la proporcidn relativa de células Th17 dentro
del total de linfocitos T CD4* (Figura 27C). En este contexto, la plasticidad de las
células Th17 tiene especial relevancia ya que el entorno citoquinico puede mediar
su polarizaciéon hacia perfiles efectores o reguladores °°. En ese sentido,
detectamos un incremento en la cantidad de células Th17 de fenotipo patogénico
(IFN-y*) en animales Tmem176b 7, junto con un mayor porcentaje relativo (no
significativo) de estas células dentro de la poblacién Th17 frente al grupo WT (Figura

27D, E).
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Figura 27. Tmem176b modula la poblacion de células Th17 en la médula espinal de animales con EAE.

Se indujo la EAE en animales WTy Tmem176b~~. Eldia del sacrificio, los animales fueron anestesiados profundamente y se realizé perfusion
transcardiaca con HBSS 1X. Se extrajo la médula espinal y se separé la fraccion celular de la mielina mediante gradiente de percoll al 30%. Las
células se marcaron con anticuerpos para su analisis por citometria de flujo. En (A) se muestra un dot plot representativo de la estrategia de

anélisis realizado dentro de la exclusién por singuletes, viabilidad y morfologia. Se muestra el nimero absoluto (B) de células Th17 (RORyT*
CD4* TCRb*) y el porcentaje (C) dentro de la poblacién TCD4*. En (D) se indica el conteo absoluto de células Th17-IFNy™ y en (E) el porcentaje
de células IFNy™* dentro de la poblacién Th17. *p<0.05 Unpaired Mann-Whitney test.
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A su vez, al examinar los ganglios drenantes al sitio de inmunizacién, se
encontré un mayor porcentaje (no significativo) de células Th17 dentro de los
linfocitos T CD4* del grupo Tmem176b~ frente al WT (Figura 28B), sin diferencias en
su numero absoluto (Figura 28A). Ademas, se detectd un aumento significativo en
el numero absoluto de células Th17-IFN-y*, sin cambios en su proporcion relativa

dentro del compartimento Th17 (Figura 28C, D).
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Figura 28. Tmem176b modula la poblacién de células Th17 en los ganglios drenantes al sitio de induccion de animales con EAE.

Se indujo la EAE en animales WT y Tmem176b~- . El dia del sacrificio, los animales fueron anestesiados profundamente y se realizé
perfusién transcardiaca con HBSS 1X. Se extrajo la médula espinal y se separ6 la fraccién celular de la mielina mediante gradiente de
percoll al 30%. Las células se marcaron con anticuerpos para su andlisis por citometria de flujo. Se muestra el nimero absoluto (A) de

células Th17 (RORyTT CD4" TCRb™)y el porcentaje (B) dentro de la poblaciéon T CD4™. En (C) se indica el conteo absoluto de células Th17-
IFNy* y en (D) el porcentaje de células IFNy* dentro de la poblacién Th17. *p<0.05 Unpaired Mann-Whitney test.
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En conjunto, estos hallazgos apoyan el hecho de que Tmem176b impacta en
el compartimento de células T, particularmente en el agotamiento de los linfocitos
TCD8+yenlaregulacidén/generacion de células Th17 de caracter patogénico. Estas
observaciones deberan ser confirmadas mediante evidencias directas, las cuales
se discutiran mas adelante en la seccién de Discusidon y Perspectivas de este
manuscrito. Por otro lado, el conjunto de resultados presentados hasta este punto
sugiere que Tmem176b constituye un posible blanco terapéutico en el contexto de
la autoinmunidad. En este marco, nos propusimos evaluar si su funcién puede ser

modulada de manera terapéutica.
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2.3 Galectina-1 inhibe al inflamasoma en forma dependiente de TMEM176B
y emerge como posible estrategia terapéutica para modular a este canal
iénico

Hasta el momento hemos descrito que Tmem176b tendria un rol protector
en la EAE y hemos explorado los distintos mecanismos inmunolégicos que podrian
explicar su funcién. Este canal iénico inmunoregulador es diana farmacoldgica de
“Bayk8644”, quien lo inhibe culminando en una desinhibicién de la activacién del
inflamasoma 52238240, No obstante, en el contexto de la autoinmunidad, una
caracterizacion exhaustiva de TMEM176B como posible blanco terapéutico
requiere aun la identificacién de sus ligandos enddgenosy de las redes moleculares
que median su actividad inmunorreguladora. En este marco, distintas lineas de
evidencia nos llevaron a pensar que la lectina inmunorreguladora Galectina-1
podria compartir una red molecular junto a TMEM176B, especialmente en la
modulacion del inflamasoma. En ese sentido, Galectina-1 es capaz de modular la
actividad de ciertos canales iénicos *> asi como inhibir la activacién del
inflamasoma en un modelo de injuria pulmonar aguda 4. A partir de ello,
planteamos la hipdtesis de que Galectina-1 podria modular farmacolégicamente la

actividad de TMEM176B.

Para empezar a explorar nuestra hipotesis decidimos corroborar si en
nuestros modelos experimentales Galectina-1 era capaz de inhibir al inflamasoma
NLRP3. Para ello, estimulamos macréfagos THP-1 con LPS y nigericina para activar
el inflamasoma NLRP3 tanto en ausencia como en presencia de Galectina-1.
Observamos que la Galectina-1 inhibié de manera significativa la secrecién de IL-
1B desencadenada por la nigericina (Figura 29A). Asimismo, evaluamos la
activacion del inflamasoma en células dendriticas derivadas de la médula 6sea de
ratén (BMDCs), donde la Galectina-1 inhibié la secreciéon de IL-1B inducida por
nigericina y ATP (Figura 29B, C). Este efecto no pudo explicarse por un eventual
efecto toxico de Galectina-1 sobre las BMDCs ya que la lectina no indujo cambios

en la viabilidad celular, al menos para el estimulo con nigericina (Figura 29D), ni en
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los niveles de otras citoquinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-a, para el

estimulo con ATP (Figura 29E, F).
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Figura 29. La adicion de Galectina-1 es capaz de inhibir al inflamasoma in vitro.

(A) Células THP-1 fueron estimuladas con LPS (0,25 pg/mL, 3 horas) y Nigericina (45 min.) a las dosis indicadas, en ausencia o presencia de
Galectina-1 (0,3-1 uM). Se colecté el sobrenadante de las células y se evalué la secrecion de IL-1B por ELISA. Se muestra un experimento
representativo de n=2 experimentos independientes. One-Way ANOVA: Dunnett’s multiple comparisons test *p<0,05 (B,C) Células
dendriticas derivadas de la médula 6sea de ratén (BMDCs) fueron estimuladas con LPS (0,25 pg/mL, 3 hs) y Nigericina (2,5 uM) (B) 6 ATP (0,5
mM) (C) por 45 minutos en presencia/ausencia de Gal-1 a las dosis indicadas. Se colecté el sobrenadante y se midi6 la IL-1B por ELISA.
One-Way ANOVA: Dunnett’s multiple comparisons test *p<0,05 ** p <0,01. (D) Se estimularon BMDCs en las mismas condiciones que en (B)
y luego se marcaron con Anenxin-V'y 7AAD para analizar la viabilidad por citometria de flujo. En el panel Izquierdo se muestran dot-plots
representativos y en el panel derecho la cuantificaciéon de células viables para las condiciones estudiadas. Two-Way ANOVA: Turkey’s
multiple comparisons test. (ns) (E,F) Se estimularon BMDCs en las mismas condiciones que en (C) y se empled un ELISA para evaluar la
produccion de IL-6 (E) y TNF-a (F) en los sobrenadantes. One-Way ANOVA: Dunnett’s multiple comparisons test (ns). 119



Por otro lado, en el marco de una pasantia realizada en el laboratorio del Dr.
Gabriel Rabinovich estudié la activacion del inflamasoma NLRP3 in vivo e in vitro en
ratones y células dendriticas Lgals71”. Para ello, analizamos el reclutamiento de
neutrdfilos al peritoneo post-inyeccion i.p. de ATP (20 mg/kg) en ratones WT vy
Lgals1”-. Este modelo conforma un modelo de activacion del inflamasoma in vivo
5152 Encontramos un aumento de reclutamiento de neutréfilos al peritoneo en
animales Lgals1”- (Figura 30A,B) en forma similar a lo reportado para ratones
Tmem176b7>2. Ademas, se evidencid que este efecto podria estar mediado por el
inflamasoma, ya que el bloqueo de IL-1B en los ratones Lgals1” redujo el
reclutamiento de neutréfilos (Figura 30C). Sin embargo, el niumero limitado de
animales analizados impidié alcanzar una significancia estadistica en esta

observacion (Figura 30C).
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Figura 30. La delecion de Lgals1 -/~ se asoci6é con un aumento en la activacién del inflamasoma in vivo.

Se inyect6 ATP 20 mg/kg o PBS i.p. en ratones WT o Lgals 17/-. Alas 4 horas post-inyeccién se evalué la presencia de neutréfilos en el lavado
peritoneal por citometria de flujo y se realizé su recuento absoluto. (A) Se muestran dot-plots representativos para los grupos WTy Lgals 17~

que recibieron ATP o PBS. Los neutréfilos se identificaron como la poblacién Ly6G* LyGCint dentro de las CD11b*. En todos los casos esto
fue analizado dentro de células viables con exclusion de dobletes. (B) Se cuantificé el recuento absoluto de neutrdfilos en el lavado peritoneal

para los grupos WTy Lgals1'/' post-inyeccion de ATP. Mann-Whitney test ** p<0.01. (C) 1 hora previo a la inyeccién de ATP se administraron

200 pg de un anticuerpo alL-1B o suisotipo control en animales Lgals 1/-. Se muestra el recuento absoluto de neutréfilos para cada condicion.
Mann-Whitney test p<0.05.
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Ademas, estudiamos in vitro si las BMDCs Lgals1” secretaban cantidades
superiores de IL-1B en comparacion con células WT, como se ha reportado para las
BMDCs Tmem176b - 52, En acuerdo, la delecién de Lgals1 en BMDCs tratadas con
estimulos activadores del inflamasoma se asocié a un aumento en la secrecion de
IL-1B, sugiriendo una mayor activacion del inflamasoma (Figura 31A). Nos
preguntamos entonces como podria estar inhibiendo el inflamasoma la Galectina-
1 enddgena. Para ello, realizamos ensayos de activacion del inflamasoma in vitro
en BMDCs WT vy las tratamos con un anticuerpo bloqueante para Galectina-1.
Encontramos que el tratamiento con el anticuerpo a-Gal-1 aumentaba la activacion
del inflamasoma en estas células, sugiriendo que la Gal-1 debe ser secretada y
reingresar a la célula para cumplir su funcién inhibitoria (Figura 31E). Estas
observaciones decidieron ser ahondadas a nivel celular, desde un punto de vista
ionico. Nos propusimos entonces, determinar si la Galectina-1 endégena actuaba
por mecanismos iénicos similares a los de Tmem176b °2. Para ello, se estimulé el
inflamasomaen BMDCsWTy Lgals1” yse evalué el rol del eflujo de K* y la liberacién
citosdlica de Ca?* en la secrecion aumentada de IL-1B en BMDCs Lgals71”. La
guelacion del Ca?' y el bloqueo del eflujo de K* inhibieron la secrecion de IL-1B en
BMDCs WTy Lgals1”, de manera analoga a lo ya reportado en BMDCs Tmem176b
~ (Figura 31B, C) *2. Ademas, el tratamiento con hidroxicloroquina, un inhibidor de
canales de K+ activados por Ca?* (KCa)*®', también inhibié la secreciéon de IL-1B en
BMDCs WT y Lgals1” (Figura 31D) en acuerdo con lo observado para BMDCs
Tmem176b” %2, Estos resultados sugieren que la activacion aumentada del
inflamasoma en BMDCs Lgals 1 seria altamente dependiente del balance iénico de
Ca?" y K*, y en particular de canales KCa. Para complementar lo observado con la
galectina-1 endégena, nos preguntamos si el tratamiento con Galectina-1 exégena
podria tener algun efecto sobre el Ca?* citosélico en BMDCs que fueron estimuladas
con LPS y ATP. Observamos que el tratamiento con Galectina-1 disminuyod la
liberacion de Ca?* citosélico inducida por el ATP (Figura 31F-G). En este contexto,
Galectina-1 pareceria estar actuando mediante mecanismos iénicos similares a los

reportados para Tmem176b°2.
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Figura 31. Galectina-1 inhibe el inflamasoma in vitro mediante mecanismo ionicos.

(A) Se estimularon BMDCs WT o Lgals1'/' con LPS (0,25 pg/mL) durante 3 horas y luego se estimularon con Nigericina 2,5 0 5 pM, o ATP 2
mM durante 2 horas. Se colectaron los sobrenadantes y analizaron por ELISA. Experimento repersentativo de n=3. Sidak’s multiple
comparisons test *p<0.05 ** p<0.01. (B-D) Se estimularon BMDCs WT o Lgals1-/- con LPS (0,25 pg/mL) durante 3 horas y ATP 2 mM 6
Nigericina (2,5/5 pM) durante 2 horas. En (B) se agregé el quelante BAPTA-AM 15 minutos previo a la estimulacién con ATP. Experimento
repersentativo de n=3 experimentos independientes. En (C) se agregd el estimulo Nigericina/ATP en un medio con una concentracién
estandar de K+ (5 mM) o alta (140 mM) para bloquear el eflujo. Experimento repersentativo de n=3 experimentos independientes. En (D) se
agregd el inhibidor hidroxicloroquina (10 mM) o su vehiculo DMSO 30 minutos antes al estimulo con ATP. Experimento representativo de
n=2 experimentos independientes. En todos los casos se colectaron los sobrenadantes y analizaron por ELISA. Tukey’s multiple
comparisons test ** p<0.01 **** p<0.0007 (E) BMDCs WT se trataron con LPS (0,25 pg/mL) durante 3 horas y luego se estimularon con
Nigericina 2,5 pM en presencia de un anticuerpo anti-Gal-1 (1,5 pM) o su isotipo control. Se colectaron los sobrenadantes y analizaron por
ELISA. Se muestra el incremento relativo para la secrecién de IL-1B para el conjunto de n=2 experimentos independientes. One-sample t-

test. ** p<0.01. (F-G) Se estimularon BMDCs durante 2 horas con LPS (0,25 pg/mL). Luego, se cargaron con la sonda especifica de Ca2*
Fura-2 (10 mM) y se registré la emision 340/380 nm por microscopia de time-lapse. Se dejaron transcurrir 10 minutos con 6 sin Galectina-
1 (1 pM)y a t=0 se agregd el ATP (0,5 mM). En (F) se ilustra un experimento representativo para la curva dada por la emisién especifica de
Ca2* (340/380 nm) en presencia de ATP con 6 sin Galectina-1. En (G) se muestra el % del &rea bajo la curva para el pico especifico de Ca2*

inducido por el ATP, con respecto a la condicién control (sin Galectina-1) para n=8 experimentos independientes. *p<0,05 Wilcoxon
matched pairs signed Rank test

123



Sobre esa base, nos preguntamos si Galectina-1 requeria de TMEM176B para
inhibir la activacion del inflamasoma. Para empezar a responder esta pregunta, se
estimularon macréfagos THP-1 con Nigericina o se los transfecté con la proteina E
del SARS-CoV-2 para activar el inflamasoma. Observamos que Galectina-1 perdid
su capacidad inhibitoria cuando las células fueron co-tratadas con BayK8644, el
inhibidor farmacolégico de TMEM176B (Figura 32A,B). Ademas, observamos que la
Galectina-1 inhibié la secrecidon de IL-1B en BMDCs WT pero no en células
Tmem176b” (Figura 32C). Estos resultados indican que la inhibicién del

inflamasoma por parte de Galectina-1 es dependiente de TMEM176B.

A continuacion, exploramos si  Galectina-1 podia  modular
farmacoldgicamente la actividad de TMEM176B. Para ello, empleamos un ensayo
ya validado®? para medir la actividad iénica de TMEM176B, que detecta los niveles
de sodio citosélico en células CHO transfectadas con TMEM176B-mCherry o un
plasmido control. La adicién de Galectina-1 aumento los niveles de Na* citosdlico
exclusivamente en células transfectadas con TMEM176B-mCherry, sin afectar a las
no transfectadas o transfectadas con un plasmido control (p-mCherry) (Figura
32D). Estos resultados nos llevaron a plantear la hipoétesis de una posible
interaccidn entre ambas proteinas. Para explorar esta posibilidad, primero
evaluamos la localizacién sub-celular de ambas proteinas en células CHO, tanto
de la Galectina-1 exdgena cuando es internalizada, asi como de TMEM176B-
mCherry cuando estas células son transfectadas. Dado que TMEM176B se localiza
en el compartimento endofagosomal 225231:235 ytilizamos ovoalblmina fluorescente
para marcar estos organelos. Estudios de microscopia confocal mostraron que
TMEM176B y Galectina-1 estarian co-localizando en los endosomas (Figura 32G).
Con elobjetivo de continuar caracterizando esta interaccion, realizamos un analisis
in silico de sitios de glicosilacién en TMEM176B, dado que Galectina-1 reconoce
estructuras de N- y O-glicanos . Utilizando los programas “NetNGlyc - 1.0” y
“NetOGlyc -4.0” (DTU Health Tech), no se identificaron sitios de N-glicosilacion (no
mostrado), pero si varios sitios potenciales de O-glicosilaciéon (Tabla 6). Para

evaluar si estos glicanos podrian mediar la interaccién, tratamos las células con
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inhibidores de la N- (Swainsonina) y O-glicosilacion (Benzyl-a-GalNAc). Sin
embargo, estos tratamientos alteraron la actividad idnica basal de TMEM176B,
impidiendo obtener resultados concluyentes (no mostrado). Por otra parte, para
profundizar en estos aspectos investigamos si existia una interaccion fisica directa
entre GAL-1 y TMEM176B. Para abordar esta pregunta, disenamos un ensayo de
pull-down (co-precipitacion) utilizando beads magnéticas conjugadas a
estreptavidina, junto con GAL-1 biotinilada o una proteina control biotinilada, y un
lisado celular enriquecido en TMEM176B. Mediante western blot, detectamos la
presencia de TMEM176B Unicamente cuando el pull-down se realiz6 con GAL-1,
pero no con la proteina control (Figura 32E). Ademas, se comprobé que la adicidon
de Galectina-1 no alterd los niveles de expresion de TMEM176B en células THP-1
(Figura 32F), indicando que los efectos observados no se deben a cambios en la
expresion del canal. En conjunto, estos resultados apoyan la existencia de una
interaccion fisica entre TMEM176B y Galectina-1, posiblemente mediada por O-
glicanos o por interacciones proteina-proteina, con consecuencias funcionales

sobre la actividad idnica del canal.

Finalmente, exploramos si el efecto protector de Galectina-1 en la EAE
dependia de Tmem176b. En concordancia, observamos que Galectina-1 redujo
significativamente el score clinico en animales WT, pero no en aquellos Tmem176b
 (Figura 33). Este hallazgo constituye una prueba de concepto de que Galectina-1
puede modular farmacolégicamente a Tmem176b, estableciendo un vinculo
directo entre esta lectina inmunorreguladora y la regulacién del curso de la
enfermedad autoinmune. En conjunto, los resultados sugieren que Tmem176b
podria ser un blanco terapéutico funcional de Galectina-1, con relevancia

fisiopatoldgica en la EAE y potencialmente en otros contextos de autoinmunidad.
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Figura 32. Galectina-1 interactia con TMEM176B e inhibe al inflamasoma en forma dependiente de este canal idnico.

(A) Macrofagos THP-1 fueron tratados con LPS (0,25 pg/ml) durante 3 horas. Seguidamente se lavaron con PBS estéril y fueron
tratados con Galectina-1 (0,3 pM) durante 15 minutos e inmediatamente se agregd Nigericina (2,5 pM) durante 45 minutos en
presencia o no de BayK8644 (50 pM). El sobrenadante fue colectado y analizado por ELISA. Se muestra un experimento
representativo n=3 ensayos independientes. One-Way ANOVA: Dunnett’s multiple comparisons test ** p<0,01; *** p<0,001. (B) Se
transfectaron monocitos humanos THP-1 con un plasmido codificante para la proteina E-GFP del SARS-CoV2 o con GFP solo. Estos
se cultivaron durante 20 horas en presencia o ausencia de Galectina-1 0,3 uM y Galectina-1 0,3 uM + BayK8644 10 pM. Las células
fueron analizadas mediante citometria de flujo, y marcadas con la sonda FLICA-1 especifica de la Caspasa-1 activa. Se muestra un
experimento representativo de n=3. * p<0.05 ** p<0.01. One-way ANOVA. Tukey’s multiple comparison test
(C) Se estimularon BMDCs con LPS (0,25 pg/ml) durante 3 horasy se lavaron con PBS. Seguidamente, se agregé medio en ausencia
6 presencia de Galectina-1 (0,03 uM) durante 15 minutos, y posteriormente se trataron con Nigericina (5 uM) durante 45 minutos.
Se colectaron los sobrenadantes y se analizaron por ELISA. Se muestra un experimento representativo n=2 ensayos
independientes. One-Way ANOVA: Dunnett’s multiple comparisons test * p <0,05; ** p <0,01. ns: no significativo. (D) Se
transfectaron Células CHO con plasmidos p-mCherryN1 é p-Tmem176b-mCherryN1. Las células se marcaron con la sonda
sensible para sodio ANG-2 y luego se incubaron en ausencia 6 presencia de Galectina-1. Se analiz6 la fluorescencia media (MFI)
de ANG-2 en las células viables por citometria de flujo discriminando entre células transfectadas (mCherry+) y no transfectadas
(mCherry-). Se muestra un ensayo representativo de n=3 experimentos independientes. Two-Way ANOVA: Turkey’s multiple

comparisons test. ** p <0.01. (E) Se incubaron lisados de células CHO Tmem176b-V5-mCherry* con Galectina-1 biotinilada o una proteina
control biotinilada en TBS-Tween 0,1% con o sin NaCl 150 mM. Las distintas condiciones se co-precipitaron con beads magnéticas
conjugadas a estreptavidinay la fraccion precipitada se visualizé por Western Blot mediante el agregado de un anticuerpo-a-V5-HRP. Figura
representativa de n=2 experimentos independientes. (F) RT-qPCR para la expression de TMEM176B en células THP-1 sin tratar o
tratadas con Galectina-1 durante 48 horas a las dosis indicadas. One-Way ANOVA: Dunnett’s multiple comparisons test. (G) Células
CHO transfectadas con TMEM176B-mCherry fueron tratadas con OVA-Alexa647 (50 pg/ml) y Galectina-1-biotinilada (20 pg/ml)
durante 20 minutos a 37°C (panel izquierdo) o 0°C (panel derecho). Tras lavado e incubacién para favorecer la internalizacion, se
fijaron con PFA 4% y se marcaron con estreptavidina-FITC y DAPI, se montaron con Prolong-Gold y se adquirieron imagenes por
microscopia confocal (Zeiss 800). Las imagenes fueron analizadas con ImagelJ; barra de escala: 10 um.
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Tabla 6. Prediccion de potenciales sitios de O-glicosilacién en TMEM176B con el

software NetOGlyc 4.0.

El analisis muestra todos los residuos analizados y marca como predicciones

positivas aquellas con un score mayor a 0.5

No. Residuo Score Resultado
2 0.748763 *
9 0.193734

15 0.828673 <
18 0.643675 *
21 0.760883 X
24 0.195345
27 0.243353
31 0.567867 *
39 0.435358
48 0.413248
56 0.593947 X
63 0.352746
75 0.278685
98 0.116103
104 0.43549
107 0.28847
113 0.388741
129 0.354948
143 0.270062
159 0.422028
168 0.463134
172 0.49384
174 0.40909
254 0.61574 *
258 0.779751 X
264 0.610925 *
265 0.572021 &
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Figura 33. Respuesta a la encefalomielitis autoinmune (EAE) en ratones WT y Tmem176b~/~ tratados con Galectina-1.

Se inmunizaron hembras entre 9-13 semanas C57BL/6 con 200 pg de péptido MOG-35-55 emulsificado en Adyuvante Completo

de Freund (CFA) y se monitorearon diariamente. Se indica el score clinico para ratones WT (panel izquierdo) o Tmem176b~/~
(panel derecho) tratados con Galectina-1 (100 pg) o su vehiculo control (VEH) a los dias 9-13 post-induccion . (*) p < 0.05 Test

estadistico Two-way ANOVA con correccién de Bonferroni para multiple comparacion aplicado al score clinico dia a dia.
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2.4 ELSNP rs2072443 (sustitucion A134T) de TMEM176B es una variante con
pérdida de funcion que puede ser rescatada por Galectina-1

A partir del rol inmunorregulador observado para Tmem176b en la EAE, nos
propusimos explorar su relevancia clinica en humanos. En este escenario,
decidimos enfocarnos en el polimorfismo de nucledétido Unico (SNP) rs2072443
(sustitucién A134T en TMEM176B), previamente asociado con una mayor
activacion del inflamasoma, lo que sugiere una pérdida de funcidn en la proteina
mutante 2°2. Esta evidencia nos llevé a evaluar si la mutacion tenia algun impacto a
nivel funcional. En acuerdo, la proteina mutante mostré una capacidad disminuida
para el transporte iénico en comparacion con la WT, que no podria explicarse por
diferencias en los niveles de transfeccion ni de expresion proteica (Figura 34A, E-F).
Es de destacar que la figura 34F fue realizada en colaboracion con la Dra. Marianela
Leporati. Este hallazgo sugiere una alteracion estructural o funcional que afecta su
actividad como canal iénico. Ademas, evaluamos la capacidad de la proteina
mutante para inhibir el inflamasoma frente a diferentes estimulos. Los resultados
mostraron que la proteina mutante mostré una menor eficacia para inhibir la
activacion del inflamasoma frente a diferentes estimulos como la proteina E del
SARS-CoV-2 o la presencia de Nigericina, un activador clasico del inflamasoma
(Figura 34C,D). De manera interesante, la actividad idnica de la proteina mutante
pudo ser recuperada con la administracion de Galectina-1 (Figura 34B). En este
contexto, la Galectina-1 podria ofrecer un enfoque terapéutico en patologias
autoinmunes como la EM donde esta variante se asocie con una mayor severidad.
En su conjunto, estas observaciones permitieron caracterizar al SNP rs2072443 de
TMEM176B como una variante con pérdida de funcién, farmacoldégicamente

modulable por Galectina-1.
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Figura 34. EL SNP rs2072443 (mutacion A134T) de TMEM176B es una variante con pérdida de funcion.

(A) Se transfectaron Células CHO con plasmidos p-mCherryN1 6 p-Tmem176b-mCherryN1. Las células se marcaron con la
sonda sensible para sodio ANG-2. Se analizé la fluorescencia media (MFI) de ANG-2 en las células viables por citometria de
flujo discriminando entre células transfectadas (mCherry+) y no transfectadas (mCherry-). Se muestra un ensayo
representativo de n=3 experimentos independientes para la actividad iénica en células transfectadas. One-Way ANOVA:
Tukey’s multiple comparisons test. ** p <0.01 *** p <0.007 (B) El ensayo se realizé igual que en (A) y luego del marcado con la
sonda ANG-2 las células se incubaron en presencia/ausencia de Galectina-1. Se muestra un ensayo representativo de n=2
experimentos independientes para la actividad idnica en células transfectadas. One-Way ANOVA: Tukey’s multiple
comparisons test. *p <0.05 **** p <0.00017 (C) Se co-transfectaron células THP-1 con la proteina E del SARS-CoV2 (plasmido
pcDNA3.1-E-GFP) y el plasmido control p-mCherryN1, p-TMEM176B-mCherry-N1 6 p-TMEM176b_A134T-mCherryN1. Las
células fueron analizadas mediante citometria de flujo y marcadas con la sonda FLICA-1 especifica de la Caspasa-1 activa.

Se cuantificé el porcentaje de células Caspasa-1+ dentro de las células co-transfectadas y se normalizé por la condicién
control (co-trasnfeccion con p-mCherry). Se muestra el conjunto (pool) de n=3 experimentos independientes. * p<0.05. One-
sample t-test. (D) Se transfectaron células THP-1 con el pldsmido control p-mCherryN1, p-TMEM176B-mCherry-N1 6 p-
TMEM176b_A134T-mCherryN1 y se las estimulé con Nigericina (2,5 pM por 15 minutos) para estudiar la activacion del
inflamasoma. Las células fueron analizadas mediante citometria de flujo y marcadas con la sonda FLICA-1. Se analiz6 el
incremento en la activacion de la Caspasa-1 con respecto a la condicién control (pmCherry) para cada transfeccién. Se
muestra el conjunto (pool) de n=3 experimentos independientes. * p<0.05. One sample t-test. (E) Dot-plots representativos
para la transfeccion de células CHO con los plasmidos indicados. Las muestras fueron analizadas dentro de la fraccién de
células viables. (F) Cuantificacion de la expresion de TMEM176B en células CHO transfectadas con los plasmidos TMEM176B-
WT-mCherry o TMEM176B-A134T-mCherry. La expresion proteica se evalué por Western Blot y se normalizé respecto a
GAPDH. Para cada experimento independiente (n=3), la condicién WT se tomé como 100%. Se muestra un Western Blot
representativo.
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Discusion

Los resultados de esta tesis representan un esfuerzo por caracterizar la
funcion inmunorreguladora del canal iénico TMEM176B en dos contextos de
inflamacién patogénica: la infeccién viral por B-coronavirus y la autoinmunidad,

con especial énfasis en el modelo murino de esclerosis multiple.

Almomento de desarrollar este trabajo, la infeccidn por B-coronavirus cobré
especial relevancia en el marco de la pandemia por COVID-19. En ese contexto, se
habia reportado que la COVID-19 severa se asociaba con la hiperinflamacién y
respuestas T disfuncionales '22'48-15°_ Sin embargo, el vinculo moleculary funcional
entre estos dos procesos era poco claro. Ademas, existia incertidumbre sobre si la
modulaciéon de las respuestas de los linfocitos T podia aportar beneficios
terapéuticos en esta patologia. Reportes previos del grupo habian descrito a
TMEM176B como un canal catidnico de caracterinmunorregulador, capaz de inhibir
al inflamasoma y modular respuestas T CD8 anti-tumorales. Asimismo, se habia
reportado un rol asociado a la tolerancia en el alotrasplante. Sin embargo, su rol en

otros contextos fisiopatoldgicos aun no habia sido descrito.

En este escenario, reportamos que TMEM176B ejerce un rol protector al
inhibir elinflamasoma en infecciones severas mediadas por B-coronavirus como el
SARS-CoV-2 en humanos y el MHV-A59 en ratén. Ademas, demostramos que la
activacion descontrolada del inflamasoma indujo la disfuncion de células T en el
contexto de la infeccion por B-coronavirus. Esto fue respaldado por analisis in silico
e in vitro para el SARS-CoV-2, asi como por abordajes in vivo € in vitro para el virus

modelo murino MHV-A59.

Enacuerdo con nuestras observaciones sobre el rol protectorde TMEM176B,
Pekayvaz et. al. reportaron que TMEM176B se encontré6 aumentado en los
monocitos de pacientes con SARS-CoV-2 que no desarrollaron neumonia frente a
los gque si lo hicieron 2. Ademas, es posible que nuestras observaciones puedan
extrapolarse a otras infecciones virales, puesto que Shang et al. describieron que la

delecién de TMEM176B en macréfagos THP-1 resultd en una mayor activacion del
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inflamasoma NLRP3 y un incremento en la carga viral en la infeccidn por virus
influenza 2%, Del mismo modo, la asociacién entre la activacién del inflamasoma'y
la gravedad de la enfermedad coincide con lo reportado por datos clinicos previos
72144 A pesar de esto, estudios en modelos murinos transgénicos hACE2 sugieren
que las citoquinas relacionadas con la activacion del inflamasoma, como IL-1B e
IL-18, podrian tener un rol protector 3. Esta observaciéon se contradice con
nuestros resultados, asi como con los efectos beneficiosos asociados al bloqueo
de IL-1B en la COVID-19 4, En ese sentido, algunos autores han cuestionado el uso
de ratones hACE2 para estudiar la activacién del inflamasoma '?22%, En estos
modelos, la expresiéon del receptor hACE2 esta dirigida por el promotor HFH4/FOXJ,
especifico de células epiteliales, por lo que los leucocitos no serian susceptibles a
la infeccién por SARS-CoV-2, a diferencia de lo que ocurre en la infeccién en
humanos 2%°. En consecuencia, la ausencia de infeccién de leucocitos en estos
animales podria no reflejar de manera fiel la activaciéon del inflamasoma descrita
en pacientes con COVID-19. Ademas, la infeccidon por SARS-CoV-2 en ratones
transgénicos hACE2 no reproduce la diseminacion viral multiorganica
caracteristica de los pacientes con COVID-19, efecto que si se ha observado en el

modelo de infeccion con MHV-A59 29429,

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que la activacion exacerbada
del inflamasoma condujo a la disfuncién de células T en la infeccidon severa por B-
coronavirus. Este constituye un hallazgo relevante, puesto que el rol del
inflamasoma en inducir la disfuncién o agotamiento de los linfocitos T CD8" es un
mecanismo poco explorado aun "%'2°_ A su vez, la presencia o no de agotamiento
de linfocitos T CD8* en la infeccidon por SARS-CoV-2 ha sido motivo de debate. Si
bien la generacién de linfocitos T CD8* exhaustos se ha descrito en el contexto de
infecciones virales cronicas, estas células pueden adquirir fenotipos
disfuncionales en los primeros estadios de la infeccidn viral aguda 28'. Ademsas,
algunos autores han propuesto un vinculo entre las células T CD8" disfuncionales y

fenédmenos hiperinflamatorios como ocurre en la sepsis 29772,

En esta linea, distintos estudios han reportado que los linfocitos T CD8*

muestran un fenotipo asociado al agotamiento en la infeccién severa por SARS-

134



CoV-2, caracterizado por el aumento de receptores inhibidores como PD-1, TIM-3,
LAG-3, CTLA-4, NKG2A y CD39 9180299302 Ademds, andlisis de sc-RNA-seq de
PBMCs de pacientes con COVID-19 mostraron que los linfocitos T CD8*
pertenecientes al “cluster” efector presentaron un mayor indice de agotamiento,
dado por la co-expresion de marcadores como
LAGS3, TIGIT, PDCD1, CTLA4, HAVCR2y TOX 3. En contradiccién con estas y
nuestras observaciones, otros estudios no lograron identificar una asociacién entre
el agotamiento T CD8" y la severidad de la COVID-19 %4, A su vez, Rha et. al.
describieron que las células T CD8* PD-1* SARS-CoV-2-especificas son capaces de
producir IFN-y y por tanto no serian células exhaustas sino funcionales ''. Las
discrepancias en estos estudios podrian estar dadas por diferencias en los criterios
para clasificar la enfermedad severa, asi como en el conjunto de genes utilizados
para definir el agotamiento. Ademas, entendemos que la expresion de PD-1 no
basta para identificar células T exhaustas puesto que podrian ser, efectivamente,
células T CD8* recientemente activadas . De todas maneras, la evaluacién de
aspectos funcionales como produccion de IFN-y y TNF-a o capacidad litica son

centrales en la definicion de agotamiento.

Nuestros datos aportan evidencia funcional y fenotipica que respalda el
agotamiento T CD8"* en la enfermedad severa por B-coronavirus. Los resultados in
vivo en el modelo murino mostraron que los ratones Tmem176b 7~ asociados a una
enfermedad mas severa presentan linfocitos T CD8* con caracteristicas de
agotamiento. A nivel funcional, esto se evidencid por una menor capacidad para
inducir citotoxicidad celular especifica in vivo. Ademas, dentro de los linfocitos T
CD8" especificos para MHV-A59, se observé un aumento en el perfil de linfocitos T
exhaustos progenitores (TOX* TCF-1* PD-1* CD44") que fueron identificados en base
a su expresion de factores de transcripciéon y receptores inhibidores.
Complementariamente, nuestros analisis transcriptdmicos revelaron una fuerte
correlacidon entre distintos genes asociados al agotamiento en pacientes con
COVID-19 severa, patron que no se observd para los casos moderados. Este
hallazgo se reforzé al analizar los linfocitos T CD8" de pacientes, donde el grupo que

curs6 una enfermedad severa en CTI presenté un mayor porcentaje de células T
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CD8" PD-1" TOX" en comparacion con el grupo de cuidados moderados (CM).
Asimismo, en pacientes de CTl—pero no en los de CM—se detectd una correlacion
positiva entre PD-1 y TOX, respaldando la co-expresiéon de este factor de
transcripcién con PD-1, en linea con la nocién de que estos linfocitos T se
encuentran exhaustos. Si bien en humanos se ha reportado que las células T de
memoria también pueden expresar TOX 283, las células exhaustas muestran niveles
significativamente mas altos de TOX en comparacion con las células T memoria,
gue ademas no expresan PD-1 23, Por tanto, la correlacidon positiva entre la
expresion de estos genes apoya la interpretacion de que las células T CD8* se
encuentran agotadas en pacientes de CTl. En su conjunto estos hallazgos
respaldan la hipdtesis de que los linfocitos T CD8™ presentan un fenotipo exhausto
en infecciones severas por [-coronavirus. Esta tesis aporta ademas una
explicacién mecanistica a dicho agotamiento, al evidenciar una asociacion entre la
activacion exacerbada del inflamasoma y la disfuncidon de estas células en el
contexto de enfermedad severa. Nuestros resultados apuntan entonces a un eje
patogénico inflamasoma-disfuncion T y posicionan al inflamasoma como un
componente clave que vincula la hiperinflamacidon con el agotamiento de los
linfocitos T CD8*en la enfermedad severa por B-coronavirus. En este contexto, cabe
considerar que otros mediadores inflamatorios podrian contribuir al agotamiento T
CD8". De acuerdo con otros autores, este fendmeno también podria asociarse con
la faltade cooperacion T CD4* o con alteraciones en la respuesta de interferones de

tipo I, aunque estos aspectos no fueron abordados en este trabajo 3.

Desde una perspectiva terapéutica, las células T exhaustas pueden ser
moduladas al bloquear la interaccion PD-1/PD-L1 3. Los inhibidores de esta via
permiten rescatar el agotamiento de los linfocitos T y han demostrado su eficacia
en contextos oncolégicos, mejorando la sobrevida global y sobrevida libre de
enfermedad en pacientes con distintos tipos de cancer 4. Sin embargo, al
momento de desarrollar este trabajo su potencial terapéutico en el contexto de la
COVID-19 aun era desconocido. En este trabajo mostramos que la disfuncién T
asociada a la infeccion severa por SARS-CoV-2 podia ser rescatada mediante

bloqueadores de PD-1/PD-L1. Ademas, la administracion de anticuerpos anti-PD-1
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permitié mejorar la sobrevida y disminuir la carga viral en ratones Tmem176b ”- pero

no en WT, que cursan cuadros mas moderados de la enfermedad.

Estudios clinicos previos habian hipotetizado que el bloqueo de PD-1 en
pacientes con cancer y COVID-19 podria mejorar la respuesta de estas células
contra los antigenos del SARS-CoV-2 3%, Sin embargo, en pacientes oncolégicos no
se logré6 demostrar que esta terapia mejore el desenlace clinico cuando se
administra antes de la infeccién 3%3%°, Por lo tanto, el uso de esta terapia en
pacientes con cancer requiere ain masinvestigaciéon. Asuvez, dado que el bloqueo
de PD-1/PD-L1 podria exacerbar la tormenta citoquinica en pacientes con COVID-
19 severa, se ha sugerido que los ensayos clinicos para estas terapias deberian
concentrarse en los casos moderados 3%°. Los hallazgos de nuestro trabajo
contradicen esta nocidon y sugieren que, en escenarios de inflamacion exacerbada,
como los que se presentan en ratones Tmem176b™, el bloqueo de esta via puede

ser beneficioso y contribuir a la eliminacion de la infeccion viral.

De todos modos, no podemos descartar el riesgo de que estas terapias en
entornos de inflamacion exacerbada deriven en procesos inmunopatoldgicos,
como se ha descrito en el contexto de la inmunoterapia oncolégica. En ese
escenario, el bloqueo de PD-1/PD-L1 se ha asociado a eventos adversos
inmunomediados (iRAEs), como el sindrome de liberaciéon de citoquinas,
neumonitis, colitis y hepatitis *'%3"", Evaluar este efecto en modelos in vivo de mayor
duracion podria aportar mas evidencia, aunque este aspecto no fue abordado en
este estudio. A pesar de ello, un ensayo clinico de fase 1b indicé que estas terapias
serian seguras en el tratamiento de la sepsis *'?. Ademads, la combinacién de
bloqueadores PD-1/PD-L1 con otras terapias antiinflamatorias podria optimizar los
resultados clinicos y minimizar los efectos adversos. Un ejemplo de ello es el uso
de tocilizumab (anticuerpo monoclonal anti-IL-6). Este farmaco se ha usado para
combatir los iRAEs asociados a la terapia de blogueadores de puntos de control en
pacientes oncoldgicos y ha mostrado eficacia para el tratamiento de pacientes con

COVID-19 severa 33,

En su conjunto, nuestros hallazgos proponen una estrategia terapéutica
innovadora basada en la reutilizacion de inmunoterapias contra el cancer para
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tratar la enfermedad severa por B-coronavirus. Estas observaciones estan
respaldadas por un mecanismo patogénico que vincula el agotamiento TCD8" a la
activacion exacerbada de los inflamasomas e identifica a TMEM176B como una
molécula inmunorreguladora protectora. En este escenario cabe preguntarse si el
uso de farmacos que modulen otros actores de esta via podria tener un rol
terapéutico. En acuerdo, ya se ha reportado que el uso de bloqueadores de la IL-1B
mostré un beneficio en pacientes con COVID-19 144259314 En ese mismo sentido, en
nuestro modelo murino observamos que los ratones Tmem176b”Caspasa-1"-
mostraron un mejor control de la carga viral y mayor sobrevida al comparar con los
animales Tmem176b”. De manera mas novedosa, el uso de compuestos que
promuevan la actividad i6nica de TMEM176B podria resultar beneficioso. En este
trabajo identificamos a la isoquercetina como un compuesto activador, capaz de
rescatar la disfuncién de linfocitos T inducida por el SARS-CoV-2 en modelos in
vitro. En un futuro, seria relevante testear este compuesto u otros posibles
activadores in vivo. Dado que TMEM176B, ademas de inhibir al inflamasoma, es
capaz de promover la presentacién cruzada de antigenos, este tipo de encares

podrian favorecer también la activacién de linfocitos T CD8* especificos 2%.

Los resultados obtenidos en la primera parte de esta tesis permitieron
identificar un mecanismo que vincula la inflamacién con la disfuncidon de células T
en la infeccion por B-coronavirus. En este contexto, el uso de un B-coronavirus
humano como el SARS-CoV-2 y otro murino como el MHV-A59 sugieren que el
mecanismo patogénico descrito es de caracter conservado. Ademas, estos
hallazgos ofrecen una perspectiva traslacional al proponer la reutilizaciéon de una
inmunoterapia oncolégica en estos escenarios. Finalmente, TMEM176B emerge
como un inmunorregulador protector frente a la severidad en la infeccion por -

coronavirus.

Estas conclusiones nos llevaron a preguntarnos si TMEM176B podria tener
un rol protector en otros contextos donde la inflamacion constituya la base
mecanistica de la patologia. Ademas, los antecedentes de la literatura sugerian que
TMEM176B podia tener un rol protector en distintos escenarios de autoinmunidad

248-251 " aunque esto no habia sido explorado formalmente. En este escenario,
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decidimos explorar la posible funcién protectora de TMEM176B en un contexto
autoinmune como es el de la Esclerosis Multiple y su modelo murino, la

Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE).

En un primer abordaje, nuestros hallazgos mostraron que la expresién de
Tmem176b se modificaba con la induccién de la EAE y el curso de la enfermedad.
A nivel global de la médula espinal, la expresién de Tmem176b aumentd en las
etapas preclinica (dia 9 p.i.) y clinica (dia 15 p.i.) en comparacién con animales no
inducidos o animales en estado de remision (dia 21 p.i.). Este aumento podria estar
vinculado a la infiltracion de células mieloides inflamatorias —como monocitos,
macroéfagos y células dendriticas— que expresan Tmem176b en altas cantidades o
alainduccion de Tmem176b como mecanismo contrarregulador de la inflamacion
1, De manera mas especifica, en la microglia, Tmem176b presentd una expresion
reducida en animales con EAE (dia 21 p.i.) respecto a animales sanos. Esta aparente
observacion concuerda con estudios previos que mostraron que Tmem176b
mantiene a las células dendriticas en un estado inmaduro y/o tolerogénico, y que
su expresion disminuye cuando estas células maduran o se activan frente a
estimulos inflamatorios #*'. Por lo tanto, la reducciéon de Tmem176b en la microglia
durante la EAE podria reflejar un proceso analogo de activacion o maduracion

celular.

De manera mas directa, nuestros resultados evidenciaron un rol protector
para Tmem176b en este modelo, lo que se mostré con un aumento significativo en
la severidad clinica de la enfermedad en ratones deficientes en Tmem176b.
Ademas, identificamos un incremento en otros indicadores asociados con la
severidad como la desmielinizacién, la microgliosis y la relacion
neutrofilos/linfocitos en sangre periférica. Estos hallazgos contrastan con lo
reportado por Drujont et al.,, quienes no observaron un efecto protector de
Tmem176b en la EAE 23, Esta discrepancia podria atribuirse a factores genéticos
y/o ambientales que modulan el curso de la enfermedad, como el sexo y la
composicién de la microbiota intestinal?®*2%%. En ese sentido, nuestro estudio se
realizd exclusivamente en hembras. Ademas, las condiciones especificas de los

bioterios y las diferencias en la microbiota entre animales criados en Uruguay y
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Francia podrian influir en la respuesta inflamatoria. Dado que contamos con
colaboracidn con el grupo francés, esta hipdtesis podria abordarse en un futuroy

asi evaluar si la microbiota influye en la funcién protectora de Tmem176b.

Los antecedentes del equipo y de esta tesis nos llevaron a plantear que
Tmem176b podria estar jugando su rol protector al inhibir al inflamasoma en el
modelo de EAE 5228, En acuerdo con esta hipdtesis, la severidad aumentada del
grupo Tmem176b 7~ se perdié en ratones Tmem176b”Caspasa-17- sugiriendo una
dependencia del inflamasoma en el efecto observado. Estos resultados
concuerdan con reportes previos que vinculan la activaciéon del inflamasoma con
la patogénesis de EM/EAE 89, Ademéds, evidenciamos un aumento en la
activacion de Caspasa-1 en la microglia de la ME de ratones Tmem176b™”
comparado con el grupo WT durante la fase clinica de la EAE (dia 15 p.i.). Por otro
lado, al analizar los ganglios drenantes en el pico de la enfermedad (dia 18 p.i.),
observamos que los ratones Tmem176b”-mostraron un aumento significativo en la
activacion de Caspasa-1 para los monocitos/macréfagos Ly6C"e" y una tendencia
en ese mismo sentido en las DCs CD11b*. Estos hallazgos apoyaron un rolinhibidor
delinflamasoma para Tmem176b en poblaciones relevantes para la patogénesis de

la EAE.

Una de esas poblaciones relevantes es la microglia. Este tipo celular tiene
un rol pivotal en la patogénesis de la EM/EAE y distintos autores han sugerido que
la activacion delinflamasoma en este tipo celular estariaimplicada en los procesos
de neuroinflamacion y progresion de la enfermedad '%3'%3'€ Por otra parte, se ha
reportado que la poblacion de monocitos CCR2* Ly6C"e" es crucial en la fase
clinica/efectora para dirigir la progresion de la enfermedad 3'". De hecho, algunos
autores han propuesto que los monocitos/macroéfagos infiltrantes serian los
responsables de producir IL-1B en las lesiones de la materia blanca en la médula
espinal de animales con EAE 3'8-%2°, Asimismo, el incremento de Caspasa-1 activa
en las DCs CD11b* coincide con lo reportado para los ratones Tmem176b” en
modelos de cancer y de infecciéon por B-coronavirus 52?%°, En linea con estas
observaciones, estas células se caracterizan por presentar una alta expresion de

Tmem176b 3*' y se ha reportado que la activacion del inflamasoma en DCs es
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necesaria para promover la migracién de células presentadoras de antigenos y

linfocitos T encefalitogénicos hacia el SNC 322,

No obstante, nuestras observaciones resultan en un principio
contradictorias desde un punto de vista espacio-temporal, ya que los ganglios
linfaticos drenantes al sitio de inmunizacién actian como lugares de activacion
inicial de células inmunes innatas y linfocitos T durante la EAE. Por lo tanto, seria
esperable que la activacidon del inflamasoma en poblaciones mieloides ocurra

primero en el ganglio y luego en la médula espinal 323326,

Una posibilidad, es que este aumento se manifieste en los ganglios de forma
mas temprana al dia 15 p.i., punto cinético gue no fue evaluado en este trabajo. Asi,
un incremento temprano de Caspasa-1 en monocitos y DCs de los ganglios (no
evaluado antes del dia 15 en este trabajo) podria haber contribuido a la generacidon
y migracion de células encefalitogénicas, cuya infiltracion al SNC promoveria luego
la activacion del inflamasoma en la microglia observado a dia 15. Por otro lado, los
ganglios drenantes al sitio de inmunizaciéon podrian mantener actividad
inmunoldgica mas alla de las etapas iniciales de la EAE, convirtiéndose en focos de
inflamacién sostenida en estadios mas tardios. En acuerdo con esta hipétesis, se
hareportado que la modulacién de estos ganglios durante el pico de la enfermedad
ejerce un efecto terapéutico en el modelo de EAE %, De este modo, el aumento de
Caspasa-1 observado en monocitos Ly6C"e"y DCs CD11b* del ganglio a dia 18 p.i.,
podria reflejar que, en esa etapa, los ganglios funcionan no solo como sitios de
activacion inicial, sino también como un tejido inflamatorio secundario que
contribuye a la perpetuacion de la respuesta inmune. En su conjunto, nuestros
resultados mostraron que el rol inhibidor sobre el inflamasoma por parte de
Tmem176b cobraria relevancia de forma mas temprana (dia 15 p.i.) en la microglia
de la ME, y mas tarde en el pico de la enfermedad en distintas poblaciones
mieloides de los ganglios drenantes, particularmente en los monocitos Ly6C"e".
Asimismo, si bien esto no fue explorado, es posible que Tmem176b ejerza unrolaun
mas temprano (previo al dia 15 p.i.) en el control de la activacién del inflamasoma

en los ganglios drenantes al sitio de inmunizacion.
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Desde un punto de vista mecanistico, la inhibicién del inflamasoma por
parte de TMEM176B es capaz de modular la respuesta de linfocitos T CD8" en
modelos de cancer, fendmeno que también describimos en esta tesis en la
infeccidon por B-coronavirus °2%9 Ademads, en modelos de cancer, la delecién e
inhibicion farmacolégica de Tmem176b se vinculé con laregulacién de la respuesta
Th17 %2, En acuerdo, observamos que la delecion de Tmem176b tuvo un impacto
sobre el compartimento de linfocitos T CD8* y T CD4* Th17 en la EAE. En primer
lugar, detectamos un aumento - aunque no significativo - en el nimero de linfocitos
T CD8" autorreactivos activados en animales Tmem176b ”-al comparar con el grupo
WT. Estas células podrian estar contribuyendo a la severidad en este grupo de
animales. En ese sentido, el rol de los linfocitos T CD8* en la EM/EAE es
controvertido, reportandose funciones patogénicas o protectoras. En particular, la
funcion protectora se ha atribuido a la existencia de linfocitos T CD8* de caracter
regulador 3%, Sin embargo, es probable que esta funcién supresora esté restringida
a una subpoblacion dentro de las células T CD8", ya que diversos estudios indican
que los linfocitos T CD8* pueden promover la neurotoxicidad e interferir con los
procesos de mielinizacidon y re-mielinizacion, posiblemente al inducir la muerte de
los oligodendrocitos *%%32°, En concordancia con esto, los linfocitos T CD8*
constituyen la poblacién predominante en las lesiones de pacientes con EM 73170y
se hareportado que la transferencia de linfocitos T CD8* autorreactivos es capaz de

inducir la EAE 328330331,

En segundo lugar, observamos que Tmem176b modula las poblaciones de
linfocitos T CD8* exhaustos. En particular, detectamos un aumento de la poblacidon
Teexe€n el grupo Tmem176b”- al comparar con animales WT o Tmem176b”-Casp-1".
Este aumento es consistente con lo observado en la infeccién por B-coronavirus y
sugiere que el aumento de T, en ratones Tmem176b”- podria estar dado por una
activacion exacerbada del inflamasoma en la EAE, en acuerdo con el mecanismo
descrito anteriormente. Sin embargo, carecemos aun de evidencias mas directas
que sustenten esta hipdtesis. Asimismo, tampoco es claro si estos linfocitos T
exhaustos tienen un rol protector, patogénico o si son simplemente una

consecuencia del proceso neuroinflamatorio. De hecho, el rol del agotamiento en
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la autoinmunidad no ha sido esclarecido y los pocos estudios disponibles

presentan visiones dispares.

Por un lado, algunos reportes indican que mientras que el agotamiento de
los linfocitos T CD8* se ha asociado con una peor evolucion en infecciones virales
crénicas, este proceso podria favorecer un mejor desenlace en enfermedades
autoinmunes como la enfermedad inflamatoria intestinal, el LES y la vasculitis
asociada a ANCA (Anticuerpos Anticitoplasma de Neutrdfilos) *2. Ademas, se ha
reportado que el agotamiento de linfocitos T CD8* autorreactivos puede conferir
proteccion frente al dafo tisular en la diabetes de tipo | 3¥. Por otro lado, se ha
sugerido que el factor de transcripcion TOX, asociado con el fenotipo exhausto,
podria desempefar un papel en controlar la patogenicidad y favorecer la
persistencia de linfocitos T CD8"* autorreactivos *43%, En particular, en modelos
murinos de autoinmunidad del SNC, la expresién de TOX se vio aumentada en
linfocitos T CD8* encefalitogénicos, mientras que las células deficientes en TOX
exhibieron un potencial encefalitogénico reducido **. Estas observaciones son
especialmente relevantes si se considera que la sobreexpresion de TOX basta para
inducir un perfil transcripcional caracteristico del agotamiento en linfocitos T CD8*
282 En esta misma linea, en la diabetes de tipo | se reporté que la longevidad de
linfocitos T CD8* autorreactivos depende de la persistencia de células T CD8"* con

propiedades de células madre, similares a la poblacién T exhausta progenitora 2%,

Esta aparente contradiccion podria explicarse por la presencia de distintos
estadios o0 sub-poblaciones dentro de los linfocitos T exhaustos. Las células T
exhaustas terminales, carentes de funciones efectoras, deberian ser protectoras en
el contexto de la autoinmunidad mientras que las transitorias, de caracter
citotéxico, patogénicas. Por su parte, las Tpex, con capacidad autorrenovativa
también podrian contribuir a la patologia al facilitar la persistencia de células T
CD8* autorreactivas. En acuerdo con esta hipétesis, observamos que los ratones
Tmem176b” ademas de presentar un aumento de células Tpex, mostraron una
correlacion positiva y significativa entre la severidad y la presencia de células T
exhaustas transitorias. Estos hallazgos no se observaron para los otros grupos (WT,

Tmem176b7Casp-17") y podrian explicar la enfermedad mas severa en estos
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animales. A su vez, los resultados observados en animales Tmem176b”Casp1”
sugieren que el agotamiento en animales Tmem176b” podria estar condicionado
por la activacion del inflamasoma, similar a lo descrito en este trabajo en la
infeccidon por B-coronavirus. Entendemos, de todos modos, que si las células T
exhaustas estuviesen mediando la severidad esto deberia ser verificado
directamente, por ejemplo mediante experimentos de transferencia celular
adoptiva. De hecho, hemos planificado experimentos de este tipo en nuestro

modelo.

La ausencia de Tmem176b también se vinculd con un aumento en la
poblacion de células Th17 y de la subpoblacion de Th17 patogénicas (IFN-y*) tanto
en la ME como en los ganglios drenantes. El aumento en esta poblaciéon también
podria explicar la mayor severidad en ratones Tmem176b™. De hecho, las células
Th17 desempefan un conocido rol patogénico en la progresién de la EM/EAE al
alterar la barrera hematoencefalica, activar células inmunes e inhibir la
remielinizaciéon 3¢, En particular, la subpoblacién de células Th17 patogénicas (IFN-
Yy*) se asocian con la actividad de la enfermedad y predominan en el LCR de
pacientes en etapas tempranas de la EM 3733 Elaumento en esta poblacién podria
ser mediado por una mayor activacion del inflamasoma en la microglia/monocitos
en ratones Tmem176b. En acuerdo, la activacion del inflamasoma promueve la
supervivencia de células Th17 en contextos de autoinmunidad y la IL-18 media la
polarizacién hacia células Th17 de caracter patogénico %342 Este punto podria
esclarecerse mediante el uso de nuestros animales Tmem176b”-Caspasa-1"-o0 el
bloqueo de la IL-1B en ratones Tmem176b”. Otra posibilidad, es que esta
modulacion pueda estar dada por un efecto intrinseco de Tmem176b en estas
células. Esta hipotesis se apoya en el hecho de que Tmem176b se expresa en las
células RORyT" y es inducido a la alta por este factor de transcripcion 25236, De
manera interesante, se hareportado que las células Th17 son capaces de activar el
inflamasoma a través de un mecanismo dependiente de Caspasa-8 33. Este
aspecto podria ser novedoso en relacion al aspecto inmunorregulador de
Tmem176b y abrir nuevas lineas de investigacién. En ese sentido, estudios no

publicados de nuestro laboratorio apoyan la hipdtesis de que TMEM176B sea un
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punto de control intrinseco de las células Th17 humanas y murinas a nivel

inmunometabdlico.

En su conjunto, nuestros hallazgos respaldan un rol protector e
inmunorregulador de Tmem176b en la EAE, modulando la activaciéon del
inflamasoma y regulando poblaciones celulares clave en la patogénesis de la
enfermedad, como los linfocitos T CD8*y Th17. En este contexto, el inflamasoma'y
los linfocitos Th17 tienen un rol bien establecido en la patogénesis de la EAE,
mientras que el papel de los linfocitos T CD8* ha sido mas discutido y dentro de
ellos, el de los T CD8* exhaustos aun no estd completamente esclarecido.
Asimismo, no es claro cual/cudles de estos mecanismos dirige la severidad en
ausencia de Tmem176b y cuales emergen como consecuencias del proceso
neuroinflamatorio exacerbado en animales Tmem176b”. Nuestros resultados,
junto con los datos de la literatura, sugieren que la inhibicién del inflamasoma
podria ser uno de los mecanismos principales por los que Tmem176b modula el
compartimento de células T en la EAE y protege frente a la severidad. En este
contexto comprender con mayor detalle estos procesos sera clave para avanzar en
la caracterizacién del papel de Tmem176b en la esclerosis multiple y su modelo

experimental.

Los hallazgos sobre el protector de Tmem176b en la EAE, nos llevaron a
plantear que esta molécula podria ser un blanco terapéutico en el control de la
enfermedad. En este escenario, nos parecié importante explorar posibles redes
moleculares y/o ligandos enddgenos implicadas en su rol inmunorregulador. En
este trabajo propusimos que Galectina-1 (Gal-1) podria ser una “socia” en la
inhibicion del inflamasoma de Tmem176b. Gal-1 ha sido descrito como una
molécula inmunorreguladora con amplios efectos anti-inflamatorios e
inmunorreguladores tanto en escenarios de cancer como de autoinmunidad 9899,
Almomento de realizar esta tesis, Huanget. al. reportaron que esta lectina es capaz
de inhibir el inflamasoma en un modelo de injuria pulmonar aguda, aunque este
efecto no habia sido explorado en otros modelos o contextos fisiopatolégicos 4. En
este trabajo, demostramos que Gal-1 es capaz de inhibir al inflamasoma mediante

abordajes in vivo e in vitro en monocitos humanos y células dendriticas de ratdn.
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Este efecto inhibidor se observd tanto para la Gal-1 enddégena como para la
administracion de Gal-1 exdégena en forma dependiente de mecanismos idnicos
similares a los descritos para Tmem176b, dados por la movilizacién de Ca?', K*y
canales de K* activados por Ca?* (KCa). De manera novedosa, observamos que esta
funcioén inhibidora sobre el inflamasoma in vitro fue dependiente de Tmem176b.
Estos resultados nos llevan a postular que TMEM176B y GAL-1 podrian integrar un
mismo eje inmunorregulador en la modulacion del inflamasoma. En acuerdo con
esta posible asociacién funcional, observamos que Gal-1 indujo la actividad idnica
de TMEM176B. Ademas, experimentos de coprecipitacidon e inmunofluorescencia
sugieren una interaccion fisica entre GAL-1 y TMEM176B en los endosomas. Esta
evidencia es respaldada por estudios de espectrometria de masas en una linea
celular de adenocarcinoma pulmonar, que previamente identificaron a Galectina-1
entre las proteinas que interactuaron con TMEM176B 2%, Estas observaciones nos
llevaron a preguntarnos de qué manera estarian interactuando Gal-1 con
Tmem176b. Un primer abordaje in silico sugirié que esta interaccién podria estar
dandose por O-glicanos o interacciones proteina-proteina. En un segundo
abordaje, empleamos inhibidores de la O-glicosilaciéon y N-glicosilacién para
estudiar la interaccion Tmem176b-Galectina-1, pero no pudimos obtener
resultados concluyentes. Consideramos que una estrategia mas adecuada seria el
uso de células Mgat5” o C2GnT1” que presentan una disrupcién en la N- y O-
glicosilacion respectivamente. Alternativamente, el uso de una Gal-1 mutada en su
sitio de unién a carbohidratos podria proveer informacién valiosa; estas
herramientas se encuentran disponibles en el laboratorio del Dr. Rabinovich, quien
es nuestro colaborador. Por otro lado, aun no entendemos de qué manera GAL-1
promueve la actividad idénica de TMEM176B. Una posibilidad es que esta
interaccidon induzca un cambio conformacional en el canal que potencie su
actividad iénica, de manera analoga a lo que se ha reportado para otros miembros
de la familia MS4A que son modulados por ligandos 3*. Esta hipdtesis podria
explorarse mediante estudios in silico de “docking” o acoplamiento molecular que

permitirian predecir interacciones estructurales entre Galectina-1y TMEM176B.
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El rol modulador de Gal-1 sobre Tmem176b también adquirié relevancia
fisiopatoldgica en el contexto de la EAE. En este trabajo reproducimos el efecto
terapéutico previamente reportado para Gal-1 en la EAE '°%'%, Sin embargo, esto no
se observd en animales deficientes en Tmem176b, indicando que la accidn
protectora de Gal-1 requiere de la presencia de este gen. Aunque no abordamos
experimentalmente los mecanismos inmunoldgicos implicados en este potencial
eje protector Tmem176b/Gal-1, nuestros resultados y la literatura previa sugieren

distintas posibilidades e hipodtesis.

En primer lugar, se ha reportado que tanto la Gal-1 enddégena como exdgena
ejercen un efecto protector en la EAE asociado con la modulacién de linfocitos T
CD4+ productores de IL-17 e IFN-y, que dependeria de la delecidn selectiva de estas
células 6. A su vez, Starossom et. al. (2012) mostraron que Gal-1 también actua a
nivel del SNC, donde inhibe la activacidn pro-inflamatoria o clasica de la microglia,
contribuyendo asi a la proteccidn tisular y regeneracidon axonal en el contexto de la
EAE ™. Si bien estos efectos inmunomoduladores se han atribuido a la interaccién
de Gal-1 con glicanos en la superficie celular, no es posible descartar la
participacidon de otros mecanismos en su accidon inmunorreguladora. Nuestros
resultados sugieren que estos mecanismos podrian requerir, directa o
indirectamente, la participacion de Tmem176b. En esta tesis mostramos que Gal-1
inhibe al inflamasoma en forma dependiente de Tmem176b y postulamos al
inflamasoma como un posible mecanismo mediador de la severidad en animales
Tmem176b”. La microglia pareceria ser una poblacidon relevante en este
mecanismo, puesto que mostré una activacion exacerbada del inflamasoma en
ratones Tmem176b . Ademas, observamos un aumento en la poblacidon microglial
total (Iba1*) y clasicamente activada (Iba1*MHC-II") en la ME en ausencia de
Tmem176b que se perdié en ratones Tmem176b” Casp-17-. Este aumento en el
numero de células microgliales activadas coincide con lo reportado para animales
Lgals17-'%, Por lo tanto, la modulacion de la activacion delinflamasomay el estado
pro-inflamatorio de la microglia podria explicar el efecto terapéutico de Gal-1
dependiente de Tmem176b. En este contexto, tampoco es claro si la modulacion

de Tmem176b por parte de Gal-1 puede impactar sobre procesos de regeneracion
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axonal, por lo que seria relevante explorar las implicancias de este efecto en

tiempos mas tardios del modelo en animales WTy Tmem176b™.

Por otro lado, en esta tesis observamos que la delecién génicade Tmem176b
resulté en un aumento en el numero de células Th17 totales y Th17 patogénicas.
Dado que Gal-1 es capaz de modular las poblaciones T CD4 productoras de IFN-y e
IL-17 "%, este podria presentar otro mecanismo patogénico que sea modulado por
el eje Gal-1/Tmem176b. Finalmente, Gal-1 podria controlar las diferentes
poblaciones de linfocitos T CD8 exhaustos que parecen estar implicado en la
enfermedad mas severa de los animales Tmem176b *-. En ese sentido, es poca la
evidencia sobre el impacto de la Gal-1 en la biologia de los linfocitos T CD8. En
cancer, se ha reportado que esta lectina puede promover el aumento de linfocitos
T CD8 reguladores o de caracter supresor que promueven el escape tumoral 345346,
En otros contextos clinicos como el trasplante, Gal-1 seria necesaria para la
tolerancia inmunoldégica y su deficiencia resulta en un aumento de linfocitos TCD8
antigeno-especificos productores de IFN-y e IL-17 3. Sin embargo, el rol de Gal-1
sobre las células T CD8 en contextos autoinmunes o en fendmenos de agotamiento
celular aun no ha sido esclarecido. En este escenario, estudios de citometria de
flujo asi como de sc-RNA-seq en animales WT y Tmem176b” en
ausencia/presencia de Gal-1 permitirian esclarecer los mecanismos implicados en

el eje Gal-1/Tmem176b.

Los hallazgos descritos hasta el momento fueron obtenidos en el modelo
murino de EAE. Con el objetivo de aportar relevancia clinica a nuestros resultados,
identificamos en humanos al polimorfismo de nucledtido Unico rs2072443
(sustitucién A134T) como una variante de pérdida de funcién. Estudios previos
mostraban una asociacién entre esta variante y una mayor activacion del
inflamasoma, sugiriendo que la mutacién conferia una pérdida funcional %2, En ese
contexto, demostramos que la variante A134T conduce a una disminucion en la
actividad iénica del canal y a una menor capacidad para inhibir la activacién del
inflamasoma. Estos hallazgos sugieren que el residuo A134 cumple un rol
importante para la funcién del canal, aportando informacion sobre posibles

regiones estructurales criticas para la funcionalidad de TMEM176B, cuya estructura
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tridimensional aun no ha sido caracterizada. A pesar de ello, el estudio de modelos
de “Alphafold” y dinamica molecular podrian aportar informacion estructural
relevante. Por otro lado, si el efecto de TMEM176B observado en la EAE se
reprodujera en la EM, variantes genéticas de pérdida de funcién como rs2072443
podrian asociarse con una mayor severidad del cuadro clinico. En linea con esta
idea, Nickles et al. reportaron la existencia de distintos polimorfismos en
TMEM176By suhomoélogo TMEM176Aformando parte de unafirma génica asociada
a esclerosis multiple en sangre periférica 2°°. El polimorfismo rs2072443 (A134T) fue
identificado en este contexto. Si bien estos hallazgos sugieren un posible rol en la
patogénesis, son necesarios estudios adicionales para determinar si este

polimorfismo se asocia con la severidad de la enfermedad.

En este escenario, recientemente establecimos una colaboraciéon con la
Dra. Florencia Rossetti (Departamento de Inmunologia y Reumatologia - Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran) y estudiamos cohortes
humanas de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) que portaban estey
otros polimorfismos. Los analisis de pacientes que portaban simultaneamente la
variante rs2072443 de TMEM176B junto con un SNP (rs741066) de TMEM176A
revelaron un aumento en el indice de Actividad de la Enfermedad del LES (En inglés
“SLEDAI”) (Figura S1A, Anexo 1) y una tendencia a mayor riesgo de desarrollar
enfermedad renal terminal (Figura S1C-D, Anexo 1). Aunque el polimorfismo de
TMEM176A resulta en una mutacién sinébnima que no altera la proteina final, estos
datos sugieren que TMEM176By TMEM176A podrian actuar de forma conjuntaen la
regulacion de la respuesta inmune en enfermedades autoinmunes. Ademas,
refuerzan la asociacién entre la variante rs2072443 en TMEM176B y una mayor
severidad clinica en contextos de autoinmunidad. Finalmente, en esta tesis
observamos que la adicién de Galectina-1 fue capaz de restaurar la actividad idnica
de la variante A134T de TMEM176B. Si bien aun no entendemos la naturaleza de
esta interaccion, es posible que Gal-1 recupere la funcionalidad de esta variante.
En ese escenario, la administracion de esta lectina podria tener un potencial
terapéutico en enfermedades autoinmunes como el LES, donde la presencia de la

mutacion A134T se asocie a una evolucidon mas severa. Asimismo, estos hallazgos
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abren perspectivas para la activacion farmacolégica de TMEM176B en escenarios
diversos, tal como se ha demostrado en la infeccién por B-coronavirus in vitro en
este trabajo, y en un estudio reciente de nuestro grupo, donde la activacion de este

canal indujo respuestas protectoras en el contexto del alotrasplante 24428,
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Conclusiones y perspectivas

En su conjunto, los hallazgos de esta tesis contribuyen a posicionar a
TMEM176B como un regulador inmune con un rol protector frente a procesos
inflamatorios exacerbados, como la infeccién por B-coronavirus y la
encefalomielitis autoinmune. En este trabajo demostramos que TMEM176B limita
la activacién del inflamasoma y previene la disfuncién de linfocitos T CD8* durante
la infeccidn por B-coronavirus. Ademas, observamos que protege de la severidad
en el modelo de Encefalomielitis Autoinmune Experimental mediante mecanismos
que dependen de la inhibicion del inflamasoma, la modulacién de células T CD8*
exhaustas y Th17 patogénicas. Asimismo, mostramos que este canal idnico puede
ser modulado farmacolégicamente por moléculas como la Isoquerecetina y
Galectina-1, e identificamos al eje Tmem176b/Gal-1 como un nuevo eje
inmunorregulador con potencial valor terapéutico. Finalmente, caracterizamos un
SNP (rs2072443) de TMEM176B en humanos como una variante con pérdida de
funcién, que pudo ser regulada por Gal-1. De confirmarse un papel protector de
TMEM176B en la EM, este hallazgo podria representar una via terapéutica relevante.
En este sentido, sera fundamental profundizar en los mecanismos mediante los
cuales TMEM176B ejerce su funcién y evaluar su impacto en el contexto clinico de

la enfermedad.

Como perspectiva de este trabajo nos hemos propuesto profundizar con
precisidon los mecanismos por los cuales TMEM176B ejerce un rol protector en la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y determinar si estos cobran
relevancia clinica en la esclerosis multiple (EM). Para ello, se realizaran estudios de
SscRNA-seqy transferencia celular adoptiva en el modelo murino, asi como analisis
de datos transcriptémicos publicos de pacientes con EM. Estos experimentos se
enmarcan en un proyecto financiado por la ANII (#FCE_3_2024_1_180768) donde
ocupo el rol de responsable cientifico. En paralelo, sera importante evaluar la
asociacion entre variantes polimdrficas de TMEM176B y la severidad de la
enfermedad en cohortes humanas. Con este objetivo, nos hemos propuesto
establecer una colaboracién con el Departamento de Neurologia del Hospital de
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Clinicas. De detectarse una asociacién entre la variante A134T (SNP rs2072443) de
TMEM176BYy la severidad de la EM, podriamos avanzar en la generaciéon de un ratén
transgénico que porte esta mutacion en Tmem176b. Esta linea murina permitiria
evaluar de manera mas directa la relevancia funcional de este polimorfismo en las

encefalomielitis autoinmunes.

Ademas, nos hemos propuesto estudiar el rol de TMEM176B en otras
enfermedades autoinmunes. Con este fin, hemos establecido una colaboraciéon
con la Dra. Florencia Rossetti para analizar la asociacién entre variantes
polimérficas de TMEM176B y el LES. Una perspectiva de este trabajo incluye la
implementacién de un modelo murino de LES que nos permita evaluar si
Tmem176b ejerce una funcidén protectora en este contexto y caracterizar los

mecanismos inmunoldgicos subyacentes.

Asimismo, se buscara dilucidar la interaccion fisica entre Galectina-1 y
TMEM176B e identificar los mecanismos mediante los cuales este egje
inmunorregulador adquiere relevancia funcional en el contexto de la EAE/EM. En
este escenario, seria interesante determinar si Galectina-1 también promueve el

efecto protector de TMEM176B frente a la infeccién por B-coronavirus.

Por otra parte, dado que la actividad de TMEM176B pudo ser modulada
farmacoldgicamente, resultara pertinente estudiar si otras moléculas activadoras
de TMEM176B, como la isoquercetina, podrian tener utilidad terapéutica en

enfermedades autoinmunes o infecciosas.

Finalmente, nuestros hallazgos abren la posibilidad de explorar el rol
inmunorregulador de TMEM176B en otras condiciones donde la inflamacion
exacerbada conduzca a la patogénesis, ya sea en el contexto infeccioso o en otras

enfermedades autoinmunes mas alla de la EM.
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Figura S1. Las variantes genéticas rs741066 de TMEM17A y rs2072443 de TMEM17B estan asociadas con una enfermedad general mas
severay un peor prondstico en la nefritis lipica.

(A) Se muestra el SLEDAI (indice de Actividad de la Enfermedad en Lupus Eritematoso Sistémico) basal en pacientes portadores de los alelos
de riesgo o0 no riesgo, rs741066 para TMEM17A y rs2072443 para TMEM176B. La desviacion estandar estad indicada. X2 test **p<0.01
(B) Porcentaje de pacientes que recibieron los tratamientos indicados para la induccién a la remisién. (MMF = Micofenolato mofetilo; CYC =
ciclofosfamida; AZA = azatioprina; Methylpred = bolo de metilprednisolona). (C) Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia libre de progresion
hacia enfermedad renal terminal (ESKD) en pacientes con LES portadores de alelos protectores o de riesgo. Long Rank (Mantel-Cox) P=0.143. (D)
Porcentaje de pacientes con nefritis lUpica que desarrollaron enfermedad renal terminal.
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