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RESUMEN

El sistema nervioso y el sistema inmune se encuentran intimamente relacionados
comunicandose bidireccionalmente mediante citoquinas, neuropéptidos vy
neurotransmisores, como la dopamina. Este neurotransmisor ejerce su efecto a través de
cinco receptores dopaminérgicos que poseen diferentes grados de afinidad, contando con
la mayor afinidad el receptor 3 (D3R). Su presencia se ha reportado en diferentes células
del sistema inmune. La estimulacién del D3R promueve la produccién de IFN-y en
linfocitos T CD4", favoreciendo su diferenciacién a un perfil Thl. Sin embargo, el rol de

este receptor en los linfocitos T CD8" alin no se ha estudiado a cabalidad.

En esta tesis se estudio la incidencia del D3R en la formacién del perfil citotoxico en
linfocitos T CD8", que poseen un TCR transgénico especifico para el péptido OVAzs7-264)
alojado sobre el MHC de clase | H2-K" (linfocitos OT-I). La diferenciacién in vitro muestra
que la carencia del D3R en linfocitos OT-l (OT-I D3RKO) resulta en una reduccion
significativa en la producciéon de IFN-y, TNF-qa, IL-2 y en la expresién de CD25 (cadena a
del receptor de IL-2) en respuesta a la estimulacion con péptido OVA(:s7.264. Estas
deficiencias se revierten al afadir IL-2 exdgena a los cultivos, sugiriendo que el
mecanismo de accién por el cual el D3R favorece la diferenciacién hacia un fenotipo
efector productor de IFN-y y TNF- a ocurre a través de la produccién de IL-2. Concordante
con lo anterior, se observé que la expresion del D3R en linfocitos OT-lI promueve la

expansion clonal y la proteccion antitumoral frente a melanoma.

En conjunto los resultados obtenidos en linfocitos T CD8" sugieren que el D3R
promueve la formacion de un perfil citotoxico, induciendo la produccion de IFN-y y
favoreciendo una alta tasa de expansion clonal, o que conlleva a una mayor sobrevida

frente a un desafio tumoral.



ABSTRACT

The nervous system and the immune system are intimately related, communicating
bi-directionally through cytokines, neuropeptides and neurotransmitters. Dopamine is a
neurotransmitter that exerts its effect through five dopaminergic receptors which display
different degrees of affinity. The D3R, which display the highest affinity for dopamine, has
been found expressed in CD4+ T cells, where its stimulation promotes high production of
IFN-y, favoring the acquisition of the Th1 profile. However, the role of this receptor in CD8"

T lymphocytes has not yet been fully studied.

In this thesis the role of D3R in the acquisition of the cytotoxic profile by CD8+ T
lymphocytes was studied. For this purpose, in this thesis CD8+ T-cells bearing a
transgenic TCR specific for the recognition of the OVA peptides7.264) OVer the class | MHC
H2-K® (OT-I lymphocytes) were used. In vitro differentiation experiments show that lack of
D3R in OT-I lymphocytes (OT-1 D3RKO) results in a significant reduction in the production
of IFN-y, TNF-a and on the expression of CD25 (a chain of the IL-2 receptor) in response
to the stimulation with OVA peptidesr264). These effects were reversed by adding
exogenous IL-2 into the cultures, suggesting a mechanism by which D3R favors the
differentiation towards an effector phenotype through the production of IL-2. In vivo
experiments show that D3R expressed on OT-l lymphocytes favors a higher clonal

expansion and thereby an stronger protection against melanoma tumors.

The results obtained suggest that D3R promotes the formation of a more efficient
cytotoxic profile capable of producing higher percentages of IFN-y and higher rates of

clonal expansion, which leads to greater survival in the face of a tumor challenge.
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INTRODUCCION
Sistema inmune
El sistema inmune esta conformado por una amplia red de células residentes y
circulantes, proteinas y péptidos que protegen al organismo de patdégenos y de células
tumorales, regulando ademas otras funciones fisioldgicas. Este se encuentra conformado
por el sistema inmune innato y adaptativo, los que trabajan en conjunto para proteger al

organismo y regular una variedad de funciones homeostaticas (Mackie et al. 2018).

Frente a la presencia de un patdogeno el sistema inmune innato responde
rapidamente (Netea et al. 2016). Esta rama del sistema inmune esta compuesta por las
barreras fisicas y quimicas que bloquean la entrada de microbios, proteinas sanguineas
asi como diferentes tipos celulares. Entre estas células del sistema inmune innato se
encuentran células mieloides como monocitos macréfagos, células dendriticas vy
granulocitos (eosinofilos y neutrofilos) asi como células linfoides innatas (ILCs) (Nowarski
et al. 2013). Con respecto a estas Ultimas cabe destacar que, de acuerdo a su similitud
con los subgrupos de células T, tanto a nivel de factores de transcripcion como en la
produccién de citoquinas, se han clasificado en ILCsl, ILCs2 e ILCs3, que son
funcionalmente andlogas a los linfocitos Thl, Th2 y Thl7 (Ebbo et al. 2017). En su
conjunto se ha propuesto que estas células interaccionan generando una amplia red que
regula la respuesta adaptativa ante diversos estimulos (Masi et al. 2017; Rivera et al.

2016).

En el caso de la respuesta inmune adaptativa los linfocitos B y T son células
efectoras claves expresando en su superficie receptores que reconocen de manera
altamente especifica un amplio repertorio de antigenos (Waters et al. 2018). En el caso de
los linfocitos B, estos son activados en los 6rganos linfoides secundario luego de la union

del antigeno al receptor de células B (BCR en inglés B-cell receptors), lo que gatilla un
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serie de sefiales intracelulares que median su expansion, diferenciacion clonal y secrecion
de anticuerpos (Romero-Ramirez et al. 2018). Al mismo tiempo, cuentan con la capacidad
de internalizar el antigeno induciendo una serie de cambios fenotipicos y migratorios. Se
ha descrito que 6 horas después de haber reconocido e internalizado el antigeno, los
linfocitos B aumentan la expresién de moléculas coestimuladoras como CD86 en su
superficie y presentan péptidos derivados de la degradacion del antigeno internalizado en

complejos de histocompatibilidad de clase Il (Turner et al. 2017).

La inmunidad dirigida por linfocitos T cuenta con dos poblaciones que se
caracterizan por expresar en su superficie la proteina CD4 o CD8 (Fehres et al. 2014).
Los linfocitos T CD4" poseen la capacidad de diferenciarse en varios subconjuntos de
células llamadas T-helper 1 (Thl), Th2, Thl7, Thf (foliculares) y Treg (células T
reguladoras). Su diferenciacion funcional es inducida mediante la estimulacién del
receptor de células T (TCR) por el complejo péptido-MHC y regulada por factores
ambientales, la combinacion particular de citoquinas promueve la expresion de factores
de transcripcion maestros como T-bet, GATA-3, Roryt, Bcl6 o Foxp3 gatillando la

diferenciacién Thl, Th2, Th17,Thf o Treg respectivamente (Takeuchi and Saito 2017).

En el caso de los linfocitos T CD8" citotoxicos estos pueden ser clasificados en los
de tipol (Tcl), tipo2 (Tc2) y tipol7 (Tcl7), caracterizados por producir IFN-y,
interleuquina-4 (IL-4) e IL-17 respectivamente, sin embargo, el Gltimo grupo mencionado
cuenta con una menor capacidad citotéxica con respecto a los demas (Flores-Santibafnez

et al. 2015).

Tanto los linfocitos T CD4" como los linfocitos T CD8" son activados mediante la
presentacion de antigeno realizada por células presentadoras de antigeno (APC) como
las células dendriticas (CD), las que cuentan en su superficie con moléculas del complejo

principal de histocompatibilidad (MHC). Los péptidos provenientes de la degradacion



12

antigénica son cargados moléculas de MHC de clase Il y | y reconocidos por los linfocitos
T CD4" o T CD8" respectivamente (Roche and Furuta 2015). Estos Ultimos poseen como
principal funcién el control y la erradicacion tanto de células infectadas con patégenos
intracelulares como de células tumorales (van den Broek, Borghans, and van Wijk 2018;
Valbon, Condotta, and Richer 2016). Para ello, es esencial la activacién y diferenciacién
de células T CD8" virgenes hacia un perfil efector o linfocitos T citotoxicos (CTLs) capaces
de liberar moléculas citotoxicas como granzima B, perforina, y citoquinas como IFN-y o
TNF-a entre otras (Laidlaw, Craft, and Kaech 2016; Mittricker, Visekruna, and Huber

2014).

Adquisicion del perfil citotoxico por linfocitos T CD8"

La diferenciacion de los linfocitos T CD8" virgenes a linfocitos T citotoxicos ocurre
como resultado de tres sefiales; la primera es la unién del TCR con el complejo MHC-
I/péptido que se encuentra en las APC (Cruz-Adalia et al. 2017; Mittrcker et al. 2014;
Valbon et al. 2016). La segunda sefal, es la interaccién entre moléculas coestimuladoras
como CD80 o CD86 presentes en la superficie de las APC con la molécula CD28
expresada en los linfocitos T CD8" efectores (Porciello et al. 2018; Valbon et al. 2016). Al
ocurrir la activacion, la sefial numero 3 que corresponde a las citoquinas presentes en el
entorno inflamatorio, permitiran la 6ptima acumulacion de linfocitos T CD8" asegurando su
proliferaciébn y una respuesta prolongada a la IL-2 (Kim and Harty 2014; Valbon et al.
2016). Se ha descrito que la sefalizacion mediada por IL-2 durante la respuesta inmune
potencia la expansion y diferenciacion de los linfocitos T CD8" recientemente activados
(Boyman and Sprent 2012). Ademas, esta interleuquina influye en la respuesta citotdxica
desarrollada por los linfocitos T CD8" al inducir la expresion de IFN-y, TNFa, moléculas
efectoras citoliticas como granzima B y perforina, lo que promueve la destruccion eficaz

de la célula blanco (Rollings et al. 2018; Ross and Cantrell 2018).
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Producida mayoritariamente por los linfocitos T CD4" y en menor tasa por los
linfocitos T CD8", la IL-2 media su efecto de forma autocrina y paracrina (Ye, Brand, and
Zheng 2018) a través de receptores conformados por tres subunidades, IL-2Ra (CD25),
IL-2RB (CD122) e IL-2Ry (CD132). La expresion de las tres cadenas es necesaria para la
union de alta afinidad con la IL-2 (Ross and Cantrell 2018), sin embargo, esta
interleuquina es capaz de interaccionar con baja afinidad solo con IL-2Ra y con afinidad

media con el heterodimero IL-2Ry-IL-2RB (Spolski, Li, and Leonard 2018).

La asociacion heterotrimérica de las cadenas afy se expresa transitoriamente en
células activadas incluyendo linfocitos T, B, NK y CD, mientras que el complejo
heterodimérico By se expresa mayoritariamente en células T en reposo, linfocitos T CD8"
de memoria y NK (Ye et al. 2018). En cuanto a la cadena IL-2Ra, su expresién es
inducida luego de la activacion de los linfocitos y convierte los receptores de afinidad
intermedia en receptores de alta afinidad (Spolski et al. 2018). La interaccion entre el IL-
2Ra con la IL-2 resulta en el cambio conformacional de esta ultima favoreciendo el
reclutamiento e interaccion de IL-2Rp, luego IL-2Ry se une formando el receptor de alta

afinidad (Spolski et al. 2018).

Mecanismos efectores de los linfocitos T citotdxicos.

Luego del reconocimiento del complejo MHC-I/péptido por parte de los linfocitos T
CD8" virgenes estos se activan y experimentan una profunda expansion clonal y
diferenciacion hacia un perfil efector citotoxico (CTLs) (Klein-Hessling et al. 2017; Zhang
et al. 2010). Estas células efectoras son capaces de matar y erradicar infecciones o
células malignas proporcionando proteccion contra infecciones o cancer. Los CTLs
reconocen su célula blanco de forma dependiente de TCR, estableciendo contacto directo
célula a célula y permitiendo asi que ocurra la sinapsis inmunoldgica (Halle, Halle, and

Forster 2017).
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Los CTLs pueden eliminar su célula blanco a través de diferentes mecanismos
efectores. Uno de ellos es la via Fas, donde la interaccion entre el ligando de Fas (FaslL)
presente en los CTLs y Fas situado en la célula blanco genera la activacion de las
caspasas Yy posterior muerte por apoptosis (Ou-Yang et al. 2012). Otro mecanismo rapido
y efectivo en la eliminacién de células blanco es la exocitosis de granulos liticos ricos en
perforina y granzima (Martinez-Lostao, Anel, and Pardo 2015). El reconocimiento del
complejo péptido/MHC-I por parte del TCR causa una serie de cambios celulares en los
CTLs que permiten la reorientacion del centrosoma y la reorganizaciéon de la red de
microtubulos, gatillando la polarizacion de los granulos citotéxicos hacia la célula blanco.
Esto promueve el acoplamiento del centrosoma y la fusion del granulo con la membrana
plasmatica de los CTLs permitiendo asi la liberaciébn de su contenido sobre la célula
blanco. La perforina liberada genera los poros a través de los cuales ingresan las
granzimas al citoplasma de la célula diana para inducir apoptosis (Kapnick et al. 2017;

Ou-Yang et al. 2012).

La eliminacién de los patégenos da lugar a la etapa de contraccion, donde la
mayoria de los linfocitos T CD8" efectores muere por apoptosis. Solo sobrevive entre 5 a
10% de las células T CD8" activadas, las cuales formaran la memoria permitiendo en el
futuro desencadenar respuestas mas potentes, rapidas y eficaces ante una exposicion al

mismo antigeno (Kaech and Cui 2012; Laidlaw et al. 2016).

Red sistema inmune - sistema nervioso.

El sistema nervioso central y el sistema inmune son las principales formas de
interaccion sensorial mediante las cuales el organismo es capaz de percibir, integrar y
responder a los desafios ambientales, contando ambos sistemas con la capacidad de
recordar eventos anteriores, permitiendo su adaptacion a los cambios (Veiga-Fernandes

and Mucida 2016). A pesar que ambos sistemas realizan funciones Unicas, éstos parecen
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no trabajar de forma independiente, sino que por el contrario, parecen estar intimamente
relacionados (Wrona 2006) mediante circuitos bidireccionales que involucran la liberacién
de mensajeros quimicos como citoquinas, quimioquinas, neuropéptidos vy

neurotransmisores (Kioussis and Pachnis 2009).

Se han reportado tres vias a través de las que cuales el sistema nervioso central
(SNC) puede influir en la respuesta generada por el sistema inmune (Takenaka,

Guereschi, and Basso 2017):

1) El eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA): mediante esta via, la liberacién de
glucocorticoides (Takenaka et al. 2017) en la glandula suprarrenal promoveria cambios en
la respuesta adaptativa sistémica al inhibir la produccién de IL-12 en macréfagos y células
dendriticas. Dado que IL-12 es necesaria para la generacion de linfocitos Thl y es
antagonica para el desarrollo de respuestas Th2, los glucocorticoides inducidos por el eje

HPA favorecerian la diferenciacion de linfocitos tipo Th2 (Sternberg 2006).

2) El reflejo inflamatorio desencadenado por el SNC en respuesta a niveles
elevados de citoquinas inflamatorias en sangre: mediante la estimulacion del nervio vago
se promueve la actividad del nervio esplénico, el cual secreta norepinefrina (NE) en el
bazo (Pavlov and Tracey 2012; Takenaka et al. 2017). Esta catecolamina puede modular
posteriormente la actividad de diferentes células del sistema inmune tales como linfocitos
T, B 0 NK (Slota et al. 2015). Como ejemplo de lo anterior es destacable como la NE

promueve un aumento de la adhesion de linfocitos T CD8" in vitro (Strell et al. 2009).

3) La inervacion simpética y parasimpética de los 6rganos linfoides primarios (timo
y medula 6sea) y secundarios (nédulos linfaticos y bazo) (Kuol et al. 2018): En cuanto a
esto, a través de ensayos de inmunotincion de tirosina hidroxilasa (TH) (limitante en la

sintesis de catecolaminas), se ha detectado una densa red de fibras nerviosas simpaticas
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que rodean los principales vasos sanguineos que nutren la medula 6sea. De manera
similar, mediante deteccion de colina acetitransferasa (ChAT; cuya funcién enzimatica es
promover la sintesis del neurotransmisor aceticolina), también se han encontrado fibras

parasimpaticas en los 6rganos linfoides primarios (Jung, Levesque, and Ruitenberg 2017).

En cuanto a lo descrito en érganos linfoides secundarios, se han encontrado
inervaciones simpaticas en el bazo. Estas fibras ingresan a través del nervio esplénico y
se distribuyen en compartimentos especificos como la pulpa blanca, extendiéndose a
través de la arteriola central hacia la vaina linfatica periarteriolar (PALS) y el foliculo
circundante, estableciendo contacto directo con células del sistema inmune (Cano et al.
2001; Jung et al. 2017). Es importante notar en este punto de que tanto las células del
sistema inmune adaptativo como las del sistema inmune innato expresan receptores
especificos y funcionales para NE y otros neurotransmisores producidos por el sistema

nervioso periférico.

En conjunto con lo anterior y como se describird en las siguientes secciones se ha
reportado que células inmunes poseen la maquinaria molecular requerida para responder
a diferentes factores neuronales incluyendo receptores para neurohormonas,
neuropéptidos y neurotransmisores (Sternberg 2006). Especificamente, se ha evidenciado
gue la dopamina es un neurotransmisor clave en la comunicacion entre el sistema
nervioso y el sistema inmune incidiendo en la respuesta desarrollada en una amplia
variedad de células inmunes como linfocitos T y B, células dendriticas, monocitos,

macroéfagos, microglia y neutroéfilos (Marino and Cosentino 2016).
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Sistema dopaminérgico.

La dopamina corresponde a uno de los principales neurotransmisores presentes en
el SNC, involucrada en una amplia variedad de funciones tales como comportamiento,
control de movimiento, regulacion endocrina, funcién cardiovascular, gastrointestinal
(Levite, Marino, and Cosentino 2017; Pinoli and Marino 2017; Yan et al. 2015) y la
modulacion de funciones fisiolégicas en 6érganos y/o tejidos periféricos (Levite 2016)
afectando la presion sanguinea, balance de sodio, homeostasis de glucosa entre otras

(Pinoli and Marino 2017).

Al igual que la norepinefrina y la epinefrina la dopamina se clasifica como
catecolamina, es decir, es un grupo quimico que contiene un grupo catecol o 3,4
dihidroxifenilo y una amina de cadena lateral (Takenaka et al. 2017). El primer paso para
su sintesis es la transformacion de L-tirosina a levodopa (L-DOPA) por accion de la
enzima TH. Luego, la actividad de la enzima DOPA descarboxilasa (DDC) cataliza la
descarboxilacién de L-DOPA para dar lugar a la dopamina, la cual es a su vez, precursora

de la adrenalina y NE (Arreola et al. 2016; Pinoli and Marino 2017).

Diferentes células que participan de la respuesta inmune innata o adaptativa
cuentan con la capacidad de sintetizar y liberar al medio extracelular neurotransmisores
como la dopamina, provocando efectos paracrinos y autocrinos (Levite et al. 2017; Pinoli
and Marino 2017; Sarkar et al. 2010). Ejemplo de lo anterior, es lo reportado en células
dendriticas humanas y murinas, las que expresan la maquinaria necesaria para sintetizar
y almacenar dopamina. Se ha visto que este neurotransmisor puede ser liberado por las
células dendriticas ante el estimulo de maduracion o presentacion de antigenos (Pacheco
2018). De igual forma los linfocitos T reguladores humanos expresan constitutivamente

TH y contienen dopamina y otras catecolaminas, ademas expresan transportadores de
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monoaminas vesiculares 1 y 2 (VMAT-1 y VMAT-2) que permiten la acumulacion de

catecolaminas en vesiculas (Pacheco, Contreras, and Zouali 2014).

El efecto de la dopamina es mediado a través de receptores dopaminérgicos (DAR),
que pertenecen a la superfamilia de receptores con 7 dominios transmembrana acoplados
a proteina G (GPCR) (Pinoli and Marino 2017). Estos han sido funcionalmente agrupadas
en Gas, Ga;, Ga, Gaj,, basado en la naturaleza y caracteristicas funcionales de la
subunidad a (Beaulieu and Gainetdinov 2011). A la fecha se han reportado 5 receptores
dopaminérgicos, los que cuentan con diferentes niveles de afinidad frente a este
neurotransmisor, la mayor de ellas es presentada por el receptor de dopamina D3 (D3R)
con un Ki = 27 nM, seguido por D5R con Ki = 228 nM, y luego seguidos por D4R, D2R y
D1R que poseen Ki = 450,1705, 2340 nM respectivamente (Elgueta et al. 2017). De
acuerdo a sus propiedades farmacolégicas, homologia de secuencia aminoacidica y por
las vias de sefializacién a las cuales habitualmente se acoplan, estos receptores han sido
clasificados en los de tipo 1 (que considera el D1R y D5R) vy los de tipo 2 (D2R, D3R vy

D4R) (Kassel, Schwed, and Stark 2015).

Los receptores de tipo 1 se acoplan a proteinas G de tipo Gas, activando la
adenilato ciclasa (AC), promoviendo el aumento intracelulares del segundo mensajero
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la actividad de la proteina kinasa A (PKA). Por
otra parte, los receptores de tipo 2 activan proteinas G inhibidoras al acoplarse a Gai/o, lo
que conlleva a la inhibicion de la AC, evitando la formacion AMPc y asi provocando la
disminucion de la actividad de PKA (Beaulieu and Gainetdinov 2011; Elgueta et al. 2017;
Levite 2016). Sin embargo, los receptores de tipo 1 y 2 también pueden acoplarse a otras
vias de sefializacién afectando la apertura de canales i6nicos o la actividad de otras

enzimas como la PI3K (Pacheco et al. 2009; Strange 2002).
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Dopamina como modulador de la respuesta inmune

Durante los ultimos afios la dopamina ha sido descrita como un fuerte regulador de
la inmunidad innata y adaptativa (Pacheco 2017). Este efecto es mediado por receptores
que se expresan en células del sistema inmune (Kustrimovic et al. 2016) innato como
neutrdfilos, eosinofilos, baséfilos, macréfagos (Pinoli and Marino 2017) o adaptativo como
las células T. Los DAR poseen una funcién dinamica de acuerdo al contexto, incidiendo
en una amplia gama de funciones (Levite 2016), y mediante dopamina o el uso de
agonista estos receptores modulan activacion, proliferacion, produccién de citoquinas
(Yan et al. 2015), diferenciacion, quimiotaxis y apoptosis (Xue et al. 2018). Por una parte
se ha sefialado que la estimulacion de DAR de tipo 1 inhibe la citotoxicidad de los
linfocitos T CD8" y afecta la funcién y diferenciacion de linfocitos T reguladores (Pacheco
et al. 2009). Mientras que la estimulacién de DAR de tipo 2 como D2R y D3R en linfocitos
humanos periféricos activa las integrinas a4B1 y a5p1 que promueven la adhesion de
estas células a la matriz extracelular, un paso critico en la extravasacion de los linfocitos T

a través de los vasos sanguineos (Sarkar et al. 2010).

Como se ha sefialado el D3R, es el receptor que cuenta con la afinidad mas alta por
la dopamina y ha sido involucrado fuertemente en procesos inflamatorios (Pacheco 2017).
Con respecto a esto, recientemente evidencia genética y farmacolégica ha mostrado que
la estimulacion de D3R en linfocitos T CD4" disminuye la diferenciacion hacia el fenotipo
Th2 y favorece la inmunidad mediada por células Thl y Thl7 (Contreras et al. 2016;
Franz et al. 2015). Por otro lado, en cuanto a la funcién del D3R en linfocitos T CD8" solo
existe evidencia farmacoldgica, que apunta hacia una funcion en la migracion y
proliferacién de estas células (Watanabe et al. 2006). Sin embargo, no existe evidencia
genética ni farmacologica sobre el papel que este receptor podria tener en la respuesta de

linfocitos T CD8" citotoxicos en modelos in vivo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
De acuerdo a los antecedentes expuestos, en este trabajo se plantea la hipétesis
que el receptor de dopamina D3 expresado en los linfocitos T CD8" promueve la

diferenciacion hacia linfocitos citotéxicos con potencial antitumoral.

OBJETIVOS
Objetivo general:
Evaluar el efecto del receptor de dopamina D3 (D3R) en la generacion de la

respuesta desarrollada en linfocitos T CD8" citotdxicos.

Objetivos especificos:

I.  Evaluar el papel del D3R en la diferenciacion de linfocitos T CD8" in vitro.

Il.  Determinar el efecto del D3R expresado en linfocitos T CD8" en la respuesta

citotdxica in vivo en un contexto antitumoral.

Il.1. Evaluar el papel del D3R expresado en linfocitos T CD8" en la expansion
clonal y la formacion de un perfil citotoxico in vivo en el contexto de una respuesta
antitumoral.

I.2. Evaluar el papel del D3R expresado en linfocitos T CD8" en su recirculacion

hacia 6rganos linfoides secundarios in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6J tipo silvestre (“wild type” WT) y ratones B6SJL-
PTPRC que expresa el alelo CD45.2"* y CD45.1""* respectivamente. En este trabajo se
utilizaron ratones C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J (OT-1 WT) que cuentan con TCR
transgénico especifico para el péptido OVA;s7.264) de la proteina ovoalbumina y ratones
OT-I deficientes del D3R (OT-I D3RKO) que poseen el alelo CD45.1.2 y CD45.2

respectivamente.

Para este trabajo se utilizaron animales que tenian entre 6 y 12 semanas de edad.
Los animales fueron mantenidos en el Bioterio de Fundacion Ciencia & Vida bajo la
normativa establecida por el comité de bioética de dicha instituciébn de acuerdo a las

normativas nacionales e internaciones establecidas.

Purificacion de linfocitos T CD8"

Se extrajo el bazo de ratones OT | WT y OT | D3RKO y se dispuso cada uno en una
placa 60 mm con 5 ml de medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI Gibco Life
Technologies; #catalogo A1049-01) suplementado con 10% de suero bovino fetal filtrado
(SFB, Gibco Life Technologies; #catalogo 10437-028), 200uM del dipéptido glutamina y
alanina (Glutamax, Gibco Life Technologies; #catalogo 35050-61),10UL/ml de penicilina,
10ug/ml de estreptomicina, 25 ng/ml de Fungizona (Antibiotic- Antimycotic, Gibco Life
Technologies; #catalogo 15240062) y 1% de aminoacidos no esenciales (MEM
aminoacidos no esenciales, Gibco Life Technologies; #catalogo 11140-050). Los bazos
fueron disgregados utilizando dos cubre objetos que posterior a su uso fueron lavados con
5 ml de RPMI suplementado. El material obtenido fue pasado por un colador celular de

40um para luego comenzar la purificacidon por seleccién negativa utilizando el Kit EasySep
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Mouse CD8 T Cell Isolation (Stemcell; #catalogo 19853) siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

En el caso de los experimentos in vivo donde se realiz6 la transferencia de linfocitos
T CD8" a ratones receptores C57BL/6J o B6SJL-PTPRC luego de la purificacion las
células se lavaron 3 veces con una solucion tampon fosfato salino estéril (PBS) (Corning
cell referencia 21-040-CVR). Para luego ser resuspendidas a una concentracion de 2x10°

células/mL.

Activacion de linfocitos T CD8"

Los linfocitos T CD8" OT | WT y OT | D3RKO se cultivaron a una concentracion de
5x10° células por mL de medio RPMI suplementado en placas no tratadas de 24 pocillos
con anticuerpos aCD3 (clon: 195-2C11) y aCD28 (clon: 27.51) a una concentracién de
lug/mL. EIl cultivo se realiz6 en ausencia o presencia de IL-2 a 50Ui/mL (BioLegend,;
#catalogo 575406). Luego de 48 h, los cultivos fueron colectados en tubos coénicos de
15mL, centrifugados a 400g durante 5 minutos y se cultivados durante otras 48 h a una
concentraciéon de 5x10° células por mL en una placa sin aCD3 ni aCD28. Luego se
recuper6 cada una de las condiciones y los linfocitos T CD8" fueron estimulados con el
peptido OVA2s7.264) @ UNa concentracion de 1 pg/mL o con PMA (Sigma,; #catalogo 16561-
29-8) a una concentracién de 50ng/mL e ionomicina (Sigma; #catalogo 10634-1MG) usada
a 1mg/mL, manteniendo una muestra sin estimular como control. Todas las muestras se
incubaron a 37 °C y 5% de CO2 durante 6 h, pero las ultimas 4 h de cultivo los linfocitos

estuvieron en presencia de brefeldin A (BD; # catalogo: 555029).

Tincion de superficie e intracelular de linfocitos T CD8"
Las muestras a analizar se llevaron a placas de 96 pocillos con fondo redondo, se
centrifugaron durante 5 min a 400g y 4°C, realizé un lavado con 200ul de PBS-SFB 2%.

Las muestras fueron resuspendidas en 50 ul de la mezcla de anticuerpos de superficie e



23

incubadas en oscuridad durante 20 minutos a 4°C. Los anticuerpos monoclonales murinos
utilizados, todos de la marca Biolegend fueron; anti CD3 FITC o Pe o APC (clon 17A2),
CD8 Brillant Violet 421 o APC-Cy7 (clon 53-6.7), Va2 Brillant Violet 421 o Pe (clon B20.1),
VB5 APC (clon MR9-4), CD45.1 FITC o Pe-Cy7 (clon A20), CD45.2 PerCp Cy5.5 (clon
104), KLRG-1 Brillant Violet (clon 2F1), CD44 Pe o PerCp (clon IM7), CD25 FITC (clon
PC61 y 3C7) y el marcador de viabilidad Zombie aqua (referencia 423101). En los casos
donde solo se evaluaron marcadores de superficie, posterior a la incubacion con la
mezcla de anticuerpos se realizaron 2 lavados con PBS-FBS 2% vy al finalizar las

muestras fueron resupendidas en 200ul de la misma solucién tampén.

Para realizar la tincion intracelular de citoquinas, posterior a la incubacion de las
células con la mezcla de anticuerpos de superficie se realizé un lavado con PBS-FBS2%.
Se adicionaron 100ul de cytofix/cytopem (BD Biosciences; #catalogo 51-2090KZ) y se
incubd durante 20 minutos a 4°C. Posteriormente se realizaron 2 lavados con el buffer de
permeabilizacién perm/wash (BD Biosciences; #catalogo 51-2091KZ) y se centrifugaron
las células 5 minutos a 400g. Se agregé 50uL de perm/wash con los anticuerpos
intracelulares, anti IFN-y Pe (clon XMG1.2), granzima B AF648 (clon GB11), TNF-a APC-
Cy7 (clon MP6-XT22), T-bet APC (clon 4B10) e IL-2 Pe-Cy7 (clon JES6-5H-4). Todos los
anticuerpos utilizados se obtuvieron de Biolegend. Las muestras se incubaron durante 20
minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente se lavo las muestras con perm/wash y se
resuspendieron en PBS-FBS 2% para ser analizadas por citometria de flujo con el
citobmetro FACS-Canto Il (BD Bioscience). Los datos obtenidos se analizaron utilizando el

programa FlowJo Version vX.0.7.
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Determinacion in vitro de la proliferacién en linfocitos T CD8" mediante la tincidn
con CFSE

Para evaluar la proliferacién desarrollada por las células antes de comenzar con el
protocolo de activacion los linfocitos OT | WT y OT | D3RKO fueron tefiidos con CFSE
(Biolegend; #catalogo 423801). Los linfocitos obtenidos fueron llevados a un tubo cénico
de 15mL, centrifugados durante 5 minutos a 400g y resuspendidos en 1 mL de PBS-FBS
5% y se agregd 1mL de PBS con CFSE que quedo a una concentracion final de 2.5 uM,
se mezcld rapidamente durante 10 seg y se incubdé por 10 min a 37°C. Luego se llevé a
un volumen de 10mL con PBS-FBS 5% y se centrifugé durante 5 min a 400g. Los
linfocitos OT | WT y OT | D3RKO fueron lavados 3 veces y activados siguiendo el
protocolo ya descrito. Al finalizar las muestras fueron colectadas y llevada a un tubo
conico de 15 mL, centrifugadas durante 5 min a 400g temperatura ambiente y

resuspendidas en 200ul de PBS para ser tefiidas.

Evaluacion in vitro de la citotoxicidad de linfocitos T CD8"

Se extrajo el bazo de un ratén C57BL/6J se llevo a una placa de 60 mm con 5 ml de
RPMI suplementado, se disgreg6 utilizando dos cubre objetos, los que fueron lavados al
igual que la placa con 5 mL de RPMI suplementado. Todo el material colectado fue
pasado a través de un colador de células 40pm a un tubo cénico de 50 mL y centrifugado
durante 5 min a 400g a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en 2 mL de tampdn de lisis
de glébulos rojos (Red Blood Cell Lysis Buffer: RBC) (Biolegend; #catalogo 420301) y se
incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se llevé a un volumen final de 10mL
con PBS y se centrifugo durante 5 min a 400g, se descart6 el sobrenadante y se agreg6
10 mL de RPMI suplementado. Los esplenocitos obtenidos fueron contados y divididos en
dos placas de 100mm, en cantidades iguales y en un volumen final de 7mL de RPMI

suplementado por placa. Las células de una de las placas fueron pulsados con el péptido
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OVA257-264) @ UNa concentracion de 10 pg/mL, manteniendo la otra placa libre de péptido.
Ambas se cultivaron durante 2 h a 37°C con 5% CO, y se tifieron con CFSE (#catalogo
423801) a una concentracién de 2.5uM y 0.25uM respectivamente. Al finalizar la tincién
se conto las células blanco (esplenocitos pulsados) y las células control (esplenocitos sin
pulsar) siguiendo el protocolo CountBrightTM absolute counting beads (Invitrogen;
#catalogo C36950) siguiendo las recomendaciones del fabricante y se mezcl6 las células

blanco con las células control a una proporciéon de 1:1.

Se cocultivo las células blanco/control con las células efectoras a diferentes razones
(0.25:1, 0.5:1, 1:1, 5:1, 10:1, 1:20) en una volumen final de 200uL durante 14 h a 37°C
con 5% CO2. Las células efectoras correspondieron a linfocitos T OT | WT y OT | D3RKO
activados siguiendo el protocolo de activaciébn descrito y manteniendo las diferentes
condiciones. Posterior al tiempo de incubacién se determind mediante citometria de flujo
la muerte celular tifiendo con el marcador de viabilidad Zombia aqua (Biolegend,;

referencia 423101).

La muerte especifica se determiné utilizando la férmula:

% Esplenocitos pulsados con péptido OVA ;57564

e % Esplenocitos NO pulsados
0, = -
% Muerte especifica = 100 % Esplenocitos pulsados con péptido OVA ;5564 cONtrol X 100

% Esplenocitos NO pulsados control

Transferencia de linfocitos T CD8" y vacunacién

Los linfocitos OT | WT y D3RKO fueron purificados y tratados siguiendo el protocolo
de purificacion sefialado en la seccién anterior. Utilizando una jeringa de 25g fueron
transferidos de forma intravenosa 2x10° linfocitos OT | WT u OT | D3RKO en 100 ul de

PBS estéril a dos grupos de ratones C57BL/6J WT (CD45.2*"*) respectivamente.
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Preparacion ADN plasmidial

Un inoculo de bacterias transformadas que expresan el plasmidio pVax-OVA se
incubd durante toda la noche en medio LB (USBiological; #catalogo L1520) en agitacion
constante, a 37°C y en presencia de 50 yg/mL kanamicina (Sigma-Aldrich). La purificacion
del plasmido a partir del inoculo se realizé utilizando el kit NucleoBond Xtra MidiEF
(Macherey Nagel; Referencia 740420.10) de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.

Vacunacion

Para realizar este procedimiento los animales fueron anestesiados con
Sevoflurano3% (Baxter). La vacunacion fue dada de forma intradérmica en ambos lados
de la parte baja del lomo, administrando 20 ug diluidos en 20ul de PBS estéril del vector
pVAX-OVA por lado, formandose dos ampollas, sobre estas se ubicé el electrodo que
cuenta con dos columnas paralelas de 4 agujas, cada una de 2 mm para la entrega de los
pulsos eléctricos utilizando el equipo Derma Vax DNA Vaccine Skin Delivery System (Cyto

Pulse Science, Inc.).

Evaluacion ex vivo de la producciéon de citoquinas en linfocitos T CD8" en fase
efectora

Para la evaluacion de la expansion clonal y la produccion de citoquinas, doce dias
posteriores a la vacunacién se tomaron muestras de sangre de todos los animales. Para
ello, con un bisturi estéril se hizo un corte en la vena de la cola y se colectaron entre 200-
300ul de sangre en un tubo de 1.5mL con 70ul de heparina a una concentracion de

500U/mL (Laboratorio Sanderson).

Cada una de las muestras fue llevada a un tubo cénico de 15 mL con 2 mL de
tampon de lisis de globulos rojos (Red Blood Cell Lysis Buffer: RBC) (Biolegend;

#catalogo 420301) y se incubo durante 5 min en hielo, posteriormente las muestras fueron
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llevadas a un volumen final de 15 mL con PBS y centrifugadas a durante 5 min a 400g a
4°C. Las muestras fueron llevadas a una placa de 96 pocillos manteniendo una muestra
control y otra estimulada con el peptido OVA(zs7.264) @ una concentracion de 1 pug/mL. La
incubacion se realiz6 a 37 °C y 5% de CO, durante 6 h, pero las ultimas 4 h de cultivo las
muestras estuvieron en presencia de brefeldin A (BD; # catalogo: 555029). Finalizada la
incubacion se realizd una tincion de superficie e intracelular para analizar las muestras

mediante FACS.

Inoculaciéon de células tumorales

Las células B16-OTI utilizadas para este procedimiento fueron mantenidas en
placas de 100mm en 10 mL de medio RPMI suplementado de la forma ya especificada, a
37°C con 5% de CO,, se llevaron a las placas necesarias que permitieran asegurar que el

dia de la inoculacién cada una de ellas contara con una confluencia aproximada del 70%.

Catorce dias posteriores a la vacunacién se inocularon de forma subcutanea en el
costado de cada ratén 2x10° o 1x10° células de la linea tumoral B16F10-OTI contenidas

en 100 uL de PBS estéril respectivamente.

El crecimiento tumoral se monitoreo tres dias a la semana utilizando un pie de metro
considerando, el largo y ancho del tumor, lo que permitié determinar el volumen del tumor

utilizando la siguiente formula:
Volumen = (Ancho?® x Largo) /2

Los animales fueron sacrificados al contar con una volumen igual o superior a 15mm? o al

presentar sangrado o ulceras en el tumor.
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Evaluar in vivo la recirculacion de linfocitos T CD8" hacia drganos linfoides
secundarios.

Los linfocitos OT | WT y OT | D3RKO fueron purificados de la forma sefialada en las
secciones anteriores, contados y llevados a igual concentracion para ser mezclados en
proporcion 1:1, especificamente 1x10° de linfocitos OT | WT/ D3RKO y fueron transferidos
de forma intravenosa a ratones B6SJL-PTPRC (CD45.1"*). Luego de 24 h se sacrificaron
los animales y se evual6 la presencia de linfocitos OT | WT u OT | D3RKO en nddulo
linfatico inguinal, nédulo linfatico mesenterico y bazo. Se comenzd con la extraccion de
estos o6rganos y cada uno fue llevado a una placas de 60mm con 5 mL de RPMI
suplementados y disgregado utilizando dos cubre objetos. Todo el material obtenido se
pasoé a través de un colador de células de 40pm a un tuvo conico de 15mL y se centrifugo
durante 5 min a 400g. Las muestras fueron lavadas dos veces con PBS-FBS2%. Posterior
a estos lavado las células fueron llevadas a una placa de 96 pocillos para realizar una
tincion de superficie. En todos los 6rganos de interes los linfocitos OT | WT/ D3RKO
fueron contados utilizando CountBrightTM absolute counting beads (Invitrogen; #catalogo

C36950) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad Prism®
(GraphPad Software Inc). Los test utilizados fueron, test estadistico utilizado fue Mann-
Whitney, considerando los datos no pareados, con una distribucion no paramétrica y para
comparaciones multiples Anova de dos vias, en ambos casos el valor de P aceptado para

considerar significancia fue < 0.05.
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RESULTADOS

I.  Evaluar el papel del D3R en la diferenciacién de linfocitos T CD8" in vitro.

Para determinar si el D3R participa en la formacién del perfil citotéxico de los
linfocitos T CD8", caracterizado por la liberacion de citoquinas como IFN-y y TNF-a
(Mittrucker et al. 2014), el primer experimento consistié en la activacion de los linfocitos
OT I WT y OT | D3RKO cultivados en ausencia o presencia de IL-2 (50Ui/mL). Lo anterior
obedece principalmente a dos razones, la relevancia que posee la IL-2 al promover
importantes procesos como, proliferacién, diferenciacion y sobrevida de los linfocitos T
especificos (Tahtinen et al. 2015) y que los linfocitos T CD4" D3R™ poseen una menor
capacidad para secretar esta interleuquina y para adquirir un fenotipo efector (Contreras
et al. 2016), lo que de replicarse en los linfocitos OT | D3RKO se espera genere una
formacion menos eficiente del perfil citotoxico en aquellos cultivos donde no se agrego IL-

2.

Es importante mencionar que, debido a que la intensidad media de fluorescencia
(IMF) puede variar entre experimentos los datos de la expresion de CD25, IL-2 y granzima
B fueron normalizados de acuerdo a lo obtenido en los linfocitos OT | WT en los cultivos

donde no se agrego IL-2.

Los resultados sefalan que tanto los linfocitos OT | WT como los OT | D3RKO una
vez activados son capaces de producir citoquinas pero, se observa un menor porcentaje
de linfocitos OT | D3RKO productores de IFN-y, TNF-a (Figura 1B y 1F) al mismo tiempo
gue cuentan con una menor expresion de CD25 respecto a su contraparte WT (Figura 1D
y 1G). Sin embargo, al agregar IL-2 al cultivo de forma exdgeno el resultado sefalado es
revertido, generandose porcentajes de linfocitos OT | WT y OT D3RKO productores de
IFN-y y TNF-a similares (Figura 1C y 1F) dandose el mismo efecto en la expresion de

CD25 (Figura 1Ey 1G).
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Figura 1: Evaluacion in vitro de la produccion de citoquinas en linfocitos OT | WT y
OT | D3RKO activados en ausencia o presencia de IL-2. Linfocitos OT | WT y OT |
D3RKO activados con anti aCD3 y anti aCD28 unidos a placa durante 48 h en ausencia o
presencia de IL-2. Posterior a este tiempo los cultivos fueron llevados a una placa libre de
anti aCD3 y anti aCD28 durante otras 48 h. Los linfocitos T CD8" fueron estimulados
durante 6 h con el péptido OVAs7.262y 0 cON PMA/ lonomicina manteniendo una muestra
sin estimular como control. Se evalud la produccién de citoquinas mediante tincién
intracelular y citometria de flujo. (A) Disefio experimental. (B-C) Gréafico de eventos
representativo de la produccion de IFN-y y TNF-a en ausencia de IL-2 exdgena y en
presencia de IL-2. (D-E) Histogramas de la IMF de la expresion de CD25, IL-2 y granzima
B en cultivos sin IL-2 y con IL-2. (F) Cuantificacion de los datos obtenidos. Las barras en
E y F corresponden al promedio + error estdndar. Los datos representan 8 experimentos
independientes al estimular con péptido OVA;s7.264) Y 4 experimentos independientes al
estimular con PMA ionomicina. (G) Valores normalizados de la IMF dada en CD25, IL-2 y
granzima B obtenidos en 3 experimentos independientes.(H) Normalizacion de los datos
sefialados en F. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el test de Anova de dos vias.
*P < 0.05.
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La generacion de porcentajes menores de linfocitos OT | D3RKO productores de
IFN-y y TNF-a, en conjunto con la menor expresion de CD25 permiten sugerir que estos
poseen dificultades para formar un perfil efector, lo que podria deberse a que no ocurre
con eficiencia el bucle autocrino de IL-2, que es necesario para la optima activacion de
células T (Strell et al. 2009). Indicando alguna relacién o punto comun entre ambas rutas,

que hace dependiente a los linfocitos OT | D3RKO de la incorporacion exégena de IL-2.

Para determinar la incidencia del D3R en la proliferacién, como se especifica en la
figura 2A los linfocitos OT | WT y OT | D3RKO fueron tefiidos con la sonda intracelular
CFSE y activados, al finalizar se estimularon con el péptido OVA 2s7.264y 0 PMA/ lonomicina
para evaluar la produccién de IFN-y. Observandose que la expresion del D3R no incide en
la capacidad proliferativa de los linfocitos T CD8" sean estos cultivados en ausencia del
IL-2 o0 en cultivos donde esta se agregd de forma exdgena. Estos resultados siguen la
linea de lo descrito en linfocitos T CD4", donde se ha reportado que la expresion del D3R

no contribuye en su comportamiento proliferativo (Contreras et al. 2016).
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Figura 2: Determinacion in vitro de la proliferacion de linfocitos OT | WT y OT |
D3RKO activados y cultivados en ausencia o presencia de IL-2. Linfocitos OT | WT y
OT | D3RKO fueron tefiidos con CFSE 2.5uM, activados en ausencia o presencia de IL-2
y estimulados con el péptido OVAzs7.262y 0 PMA/INnOmicina, manteniendo una muestra sin
estimular como control. A Disefio experimental. (B-C) Grafico de las rondas de
proliferacion en linfocitos OT | WT y D3RKO cultivados en ausencia de IL-2 y en presencia
de IL-2. (D-E) Grafico de puntos representativo de la produccion de IFN-y en linfocitos OT
I WT y OT | D3RKO cultivados en ausencia de IL-2 y presencia de IL-2.
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La principal funcién de los linfocitos T CD8" es eliminar células infectadas, su rol es
critico en el control y erradicacion de patégenos intracelulares y células tumorales (Valbon
et al. 2016). Por ello y por los resultados obtenidos que dan cuentan de diferencias en la
produccion de IFN-y y TNF-a entre linfocitos OT | WT y OT | D3RKO. Se evalud la
citotoxicidad de ambos genotipos mediante ensayos in vitro donde, se utilizaron
esplenocitos pulsados con el péptido OVA(s7.264, Manteniendo esplenocitos sin pulsar
como control interno, ambos fueron tefiidos con CFSE a 2.5uM y 0.25uM respectivamente
y mezclado en razoén 1:1 para luego ser cocultivados durante toda la noche, en diferentes
proporciones con los linfocitos OT | WT y OT | D3RKO activados en ausencia y presencia
de IL-2. A pesar de los resultados sefialados en figuras anteriores, bajo este disefio
experimental no se observaron diferencias en la eliminacion de células blanco entre
ambos genotipos, independientemente si estos se cultivaron en presencia o no de IL-2 la
tendencia de su capacidad citotéxica es bastante similar. Esto puede deberse a la
ausencia de otras células en el cultivo que permitan el desarrollo de un respuesta mas
completa, a que los tiempos ya sea de activacion de los linfocitos T CD8" o de contacto
con la célula blanco no son lo suficientemente amplios para lograr detectar diferencias
entre ambos genotipos. O también porque a pesar de contar con diferencias en la
producciéon de citoquinas de relevancia citotoxica como el IFN-y, los linfocitos T CD8"
deficientes del D3R logran desarrollar mediante otra ruta que no pesquisamos niveles de
citotoxicidad similares a los linfocitos que si cuentan con este receptor. Buscando
encontrar antecedentes que nos permitan dilucidar lo presentado es que se realizaron

ensayos de in vivo bajo un contexto antitumoral.
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Figura 3: Evaluacién in vitro de la capacidad citotoxica de linfocitos OT I WT y OT |
D3RKO. Esplenocitos fueron pulsados con el peéeptido OVAgs7264) Mmanteniendo una
porcion sin pulsar usada como control interno, teflidos con CFSE a 2.5uM y 0.25uM
respectivamente y mezclados en razén 1:1, se cocultivaron en diferentes proporciones
con linfocitos OT | WT u OT | D3RKO activados en ausencia o presencia de IL-2. (A)
Disefio experimental. (B) Gréfico de los esplenocitos sin pulsar y pulsados. (C) Input de
esplenocitos no pulsados y pulsados tefiidos con CFSE 2.5uM y 0.25 uM mezclados en
razon 1:1. (D) Histogramas representativos del cocultivo de células blanco y efectoras, en
razones de 1:0.25y 1: 20. (E) Gréfico de la muerte especifica. Experimento representativo
de dos experimentos independientes.
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Il.  Determinar el papel del D3R expresado en linfocitos T CD8" en la respuesta
citotéxica in vivo en un ontexto antitumoral.

II.1 Evaluar el papel del D3R expresado en linfocitos T CD8+ en la expansion clonal

y la formacién de un perfil citotéxico in vivo en el contexto de una respuesta

antitumoral.
Los resultados obtenidos en la seccién anterior mostraron que los linfocitos OT |

D3RKO producen menores porcentajes de IFN-y y TNF-a al mismo tiempo que cuentan
con una menor expresion de CD25, deficiencias que son revertidas al incorporar al cultivo
IL-2, promoviendo la generacién de un perfil similar al dado en el genotipo WT. Sin
embargo, al evaluar in vitro la citotoxicidad no se observaron diferencias entre los
linfocitos OT | WT y OT | D3RKO independiente si estos ultimos fueron activados en
ausencia o presencia de IL-2. Por lo anterior, se utiliz6 un modelo in vivo donde los
animales fueron inmunizados mediante vacunas de ADN y asi determinar en un contexto
fisiol6gico, la existencia de diferencias en la produccion de citoquinas como el IFN-y y/o

proliferacién entre ambos genotipos.

Como especifica la figura 4A, se transfirieron de forma intravenosa linfocitos OT |
WT o OT | D3RKO a ratones C57BL/6 CD45.2*"*, 24 h después los animales fueron
vacunados de forma intradérmica con el plasmido pVAX-OVA que codifica para la
proteina OVA. Luego de doce dias, tiempo en el cual la respuesta efectora se encuentra
en su punto mas alto, se tomaron muestras de sangre para determinar la expansion clonal
y la produccion de IFN-y, estimulando ex vivo con el péptido OVAzs7.264) Y mantenido una

porcién de la muestra sin estimular como control.

A diferencia de los ensayos in vitro, la proliferacién in vivo si muestra diferencias
entre ambos genotipos (Figura 4B), presentado los linfocitos OT | D3RKO una expansion
mucho menor respecto a lo generado por los linfocitos OT | WT, sugiriendo que in vivo la

estimulacion del D3R incide en el comportamiento proliferativo. En cuanto a la produccion
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de IFN-y (Figura 4 B y D) se observa un menor numero de linfocitos OT | D3RKO

productores de esta citoquina, lo cual puede estar relacionado con el nUmero de células

gue este genotipo genero.
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Figura 4: Evaluacion in vivo de la produccion de citoguinas y expansion clonal en
linfocitos efectores OT | WT y OT | D3RKO generados mediante vacunacion. Se
transfirieron 2x10° linfocitos OT | WT u OT | D3RKO a ratones C57BL/6. 24 h después los
ratones fueron vacunados de forma intradérmica con 40 pg de pVAX OVA. Doce dias
posteriores a la vacunacién se tomaron muestras de sangre, las cuales fueron
estimuladas con el péptido OVA(@s7.262) Manteniendo una muestra sin estimular como
control. (A) Esquema del ensayo. (B) Gréafico de puntos representativo de la expansion
clonal desarrollada en el grupo control (animales sin transferir ni vacunar), grupo
transferido con linfocitos OT | WT y grupo transferido con linfocitos OT | D3RKO. (C)
Gréfico de punto representativo de la produccion de IFN-y en los tres grupos. (D)
Cuantificaciébn de expansion clonal, produccion de IFN-y. Las barras corresponden al
promedio + error estdndar, mostrando los datos de tres experimentos juntos considerando
un total de 15-17 ratones por grupo. El analisis estadistico se realizé utilizando t test
Mann-Whitney no pareado en la evaluacion de la expansién clona y expresion de KLRG-1
y Anova de dos vias en la produccién de IFN- y, considerando **** P< 0.0001, **** P entre
0.0001 a 0.001y ** P entre 0.01 a 0.05.
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Para determinar si los resultados generados se correlaciona con la capacidad
citotoxica, todos los grupos fueron desafiados con la linea celular B16 OT | caracterizada
por expresar unicamente el péptido OVAzs7.264). INOCUlandose de forma subcutanea 1x10°

células.

Como se observa en la figura 5, la proteccion frente al desafio tumor por parte de
los linfocitos OT | D3RKO fue deficiente, generando en todos los animales de este grupo
tumores de magnitud importante por lo que, tuvieron que ser sacrificados. Lo expuesto se
relaciona con lo observado anteriormente ya que, este genotipo presento una menor

expansion clonal y una menor produccién de citoquinas.
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Figura 5: Proteccién tumoral generada en grupo de ratones transferido con
linfocitos OT | WT u OT | D3RKO y vacunados con pVAX-OVA. Se transfirieron 2x10°
linfocitos OT | WT u OT | D3RKO a ratones C57BL/6. 24 h después fueron vacunados de
forma intradérmica con 40 pg de pVAX OVA. Luego de 12 dias se tom6 sangre de todos
los ratones y el dia 14 se inocul6 de forma subcutanea 1x10° de células B16 OT | y se
monitorio el crecimiento tumoral 3 veces a la semana. (A) Curvas grupales del crecimiento
tumoral, curva solo del grupo control, grupo OT | WT y grupo OT | D3RKO.(B) Curva de
sobrevida. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el test Log-rank (Mantel Cox)
considerando significativo un valor de p<0.05. Experimento representativo de dos
experimentos independientes.
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[I.2. Evaluar el papel del D3R expresado en linfocitos T CD8+ en su recirculacion
hacia 6rganos linfoides secundarios in vivo.

Los ensayos in vivo sugieren que los linfocitos OT | D3RKO se expanden con menor
éxito y promueven una respuesta antitumoral mas débil que los OT | WT. Para descartar
gue estos efectos sean consecuencia de patrones migratorios deficientes por parte del
genotipo D3RKO, se evalud in vivo la migracion de ambos linfocitos. Para lo anterior
ratones B6SJL-PTPRCCD 45.1*" fueron cotransferidos con 1x10° de linfocitos OT | WT
CD45.1"" CD45.2" y 1x10° linfocitos OT | D3RKO CD45.2.2"" y 24 h después los
animales fueron sacrificados evaluandose bazo, nédulo linfatico (NL) mesentérico e
inguinal. En todos los casos se estudio la expresion de CCR7, el cual corresponde a un
receptor de quimioquinas y de L- selectina CD62L. El primero de ellos es altamente
expresado en linfocitos virgenes y la interaccién con su ligando orquesta el inicio de la
respuesta inmune (Moschovakis et al. 2018), controlando a través de su sefializacion la
migracién de las células del sistema inmune a los 6rganos linfoides secundarios y su
posicionamiento (Forster, Davalos-Misslitz, and Rot 2008). Mientras que CD62L es
expresada en linfocitos TCD8" virgenes cuyo ligando se encuentra en la vénula del
endotelio alta y es critico para la localizacion de los linfocitos T CD8" virgenes en el

nddulo linfatico (Nolz, Starbeck-Miller, and Harty 2011).

Los resultados obtenidos sefialan que ambos genotipos migran con eficiencias
similares a bazo, nédulo linfatico mesentérico e inguinal (Figura 6 B-C), no presentandose
diferencias en la IMF de CCR7 ni en CD62L (Figura 7C), lo que sugiere que las
diferencias en expansion clonal dadas en el experimento anterior no se deben a

diferencias en la migracion.
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Figura 6: Evaluacion de patrones de migracién mediante la deteccién de linfocitos
OT | WT y OT | D3RKO cotransferidos. Ratones B6SJL-PTPRCCD 45.1"* fueron
cotransferidos con 1x10° de linfocitos OT | WT CD45.1.2 y 1x10° linfocitos OT | D3RKO
CD45.2.2 y sacrificados 24 h después para evaluar 6rganos linfoides secundarios. (A)
Disefio experimental. (B) Input de proporcién 1:1 de linfocitos OT | WT /D3RKO
cotransferidos. (C) Gréfico de puntos representativo de los linfocitos de cada genotipo
detectados en bazo, nédulo linfatico mesentérico e inguinal. (D) Cuantificacion de la IMF
del marcador CD62L y CCRY7. Las barras corresponden al promedio + error estandar,
mostrando los datos de un experimento representativo de dos experimentos
independientes. El analisis estadistico se realiz6 utilizando Mann-Whitney t test no
pareado. *P<0.05.
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DISCUSION
Durante las ultimas décadas una serie de estudios han mostrado que la dopamina
€S un neurotransmisor clave en la comunicacién entre el sistema inmune y el sistema
nerviosos pudiendo regular tanto la funcion como la diferenciacién de las células inmunes.
(Gonzalez et al. 2013; Pacheco 2017; Pacheco et al. 2014; Pinoli and Marino 2017). Sin
embargo, el rol que posee el receptor con mayor afinidad por la dopamina, es decir, el

D3R, en los linfocitos T CD8" no se ha estudiado en profundidad.

Los antecedentes generados en este trabajo sefialan que, al realizar la
diferenciacion in vitro de los linfocitos T CD8", el genotipo D3RKO no cuenta con defectos
en su comportamiento proliferativo (Figura 2 B-C) pero, desarrolla un perfil efector menos
eficiente, reflejado en la obtencibn de un menor ndmero de linfocitos OT | D3RKO
productores de IFN-y y TNF-a (Figura 1B). Estos resultados siguen la misma linea de lo
reportado en linfocitos T CD4" donde la expresion del D3R no afecta su proliferacion pero
contribuye a su diferenciacion hacia un perfil efector Thl ya que, linfocitos T CD4" que
carecen del D3R son menos productores de IFN-y respecto al genotipo WT (Contreras et
al. 2016). Lo anterior podria deberse a que, como se ha descrito, la dopamina puede ser
sintetizada y liberada por células T y otras células del sistema inmune, mediando su
efecto a través de los DAR de forma autocrina o paracrina (Arreola et al. 2016; Sarkar et
al. 2010). Respecto a esto Consentino y colaboradores reportaron la presencia del
precursor de dopamina L-DOPA y de dopamina en linfocitos T CD4" efectores vy
reguladores, estos Ultimos cuentan ademas con ARNm de tirosina hidroxilasa, enzima
limitante en la velocidad de la sintesis de catecolaminas (Cosentino et al. 2010). Mientras
gue Jisefsson y su grupo detectaron mediante ensayos de electroforesis capilar altamente
sensible que, al incubar células T con L-DOPA, el contenido intracelular de dopamina

aumenta (Josefsson et al. 1996). Aunque aun no se ha reportado la produccion de este
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neurotransmisor por parte de los linfocitos T CD8", la informacién sefialada permite
sugerir que, los resultados obtenidos en los ensayos in vitro pueden ser consecuencia de
la estimulacién del D3R mediante la dopamina producida por estos linfocitos, sin
embargo, es necesario realizar otros ensayos que permitan confirmar o descartar este

punto.

La diferenciacién in vitro ademas mostré que los linfocitos OT | D3RKO cuentan con
una menor expresion de CD25 respecto al genotipo WT (Figura 1D) pero que tanto esta
como las demés deficiencias sefialadas en los linfocitos OT | D3RKO son revertidas al
incorporar IL-2 al cultivo, rescatando la produccién de IFN-y, TNF-a y la expresion de
CD25 en los linfocitos OT | D3RKO (Figura 1C-E-F y G). A pesar que los ensayos
realizados en esta tesis por citometria de flujo no muestran que los linfocitos OT | D3RKO
cuenten con deficiencias importantes en la produccién de IL-2 respecto a los linfocitos OT
| WT, resultados obtenidos mediante la técnica ELISA por el grupo del Dr. Pacheco, han
indicado que los linfocitos T CD8" WT activados secretan mayores niveles de IL-2 que los
linfocitos T CD8" D3RKO, sugiriendo que la deficiencia de D3R en estas células perjudica
la produccion de los niveles de IL-2 suficientes para promover la formacion eficientemente
de su perfil efector. De acuerdo a esta idea, se ha reportado que IL-2 es altamente
relevante en la activacion (Cho et al. 2013) y diferenciacion de los linfocitos T CD8"

virgenes hacia un perfil efector (Mittriicker et al. 2014).

Una produccién insuficientes de IL-2 gatillaria en el genotipo D3RKO la menor
expresion de CD25 ya que, como se ha descrito que al ocurrir la estimulacion del TCR por
parte del antigeno es promovida la produccion de IL-2, el aumento de esta interleuquina
amplifica y prolonga la expresion de CD25, promoviendo la retroalimentacion positiva de
su propio receptor de alta afinidad (Kim, Kelly, and Leonard 2001). La regulacion positiva

de la expresion de CD25 es un mecanismo que permite mantener la sefalizacion de IL-2
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(Malek and Castro 2010). De acuerdo a esto, resultados no publicados del laboratorio de
Neuroinmunologia han mostrado que el promotor del D3R posee sitios de unién a NF-AT
y AP-1, dos factores de transcripcién que se activan tras la estimulacion del TCR. Esto
suguiere que D3R tendria una relevancia tempranamente después de la activacién de

células T, tal como es la produccién de IL-2 y la expresion de CD25.

En su conjunto los resultados obtenidos bajo experimentos in vitro permiten sugerir
que los linfocitos OT | D3RKO como consecuencia de la baja expresion de CD25 no
logran producir niveles suficientes de IL-2, y por lo tanto, no logran adquirir exitosamente
un perfil efector, resultando en una menor produccion de IFN-y y TNF-a respecto a los
linfocitos OT | WT. Esta conclusion es reforzada por los experimentos de rescate de
funcién, puesto que al agregar IL-2 al medio los linfocitos OT | D3RKO se recuperan y
producen citoquinas en niveles similares a los linfocitos OT | WT, descartado al mismo

tiempo, posibles deficiencias en la captacion de IL-2.

En un contexto fisiolégico los resultados sefialan que la presencia del D3R
promueve la formacién de un mayor nimero de linfocitos productores de IFN-y, al mismo
tiempo que su expansion clonal es mucho més potente respecto a los linfocitos OT | que
carecen de este receptor (Figura 4D). Esto sugiere un rol del D3R en la adquisicién del
perfil citotéxico por los linfocitos T CD8", cuya estimulacién de acuerdo a diferentes
estudios puede estar ocurriendo por varias vias. Una de ellas es la captacién de la
dopamina directamente desde el plasma, cuya concentracion en voluntarios sanos, se ha
reportado que fluctda entre 10.2+ 0.9 pg/mL (Pacheco et al. 2009; Saha et al. 2001). Otra
fuente periférica importante de este neurotransmisor es la inervacion simpatica tanto de
organos linfoides primarios (timo y medula 6sea) como a érganos linfoides secundarios
(n6édulos linfaticos y el bazo) (Jung et al. 2017; Kuol et al. 2018; Pacheco et al. 2014)

donde son almacenadas grandes cantidades de dopamina (Watanabe et al. 2006)
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sugiriendo una regulacion mediada por esta tanto en células T en reposo como en
activacion (Pacheco et al. 2009). Aungue no se ha reportado en linfocitos T CD8", una
tercera via de estimulacion del D3R podria estar ocurriendo en la presentacion antigénica,
como se ha descrito para el caso de células T CD4" por Nakato y colaboradores. Con
respecto a esto, células dendriticas generadas a partir de monocitos humanos almacenan
y liberan dopamina al ocurrir la interaccion con los linfocitos T CD4" virgenes,

promoviendo la formacion del perfil Th2 (Nakano et al. 2009).

Bajo el contexto de un desafio tumoral se evalud la proteccion desarrollada por
ambos genotipos. La respuesta inmune antitumoral implica la captura y procesamiento de
los antigenos tumorales por parte de las células dendriticas, las que luego migraran a los
nodulos linfaticos para presentar el complejo MHC-I/péptido a los linfocitos T CD8*
promoviendo su activacion y diferenciacion a linfocitos T citotoxicos (Figueroa et al. 2017;
Martini et al. 2010) para la eliminacion de la células blanco. Respecto a esto, Saha y
colaboradores reportaron que la concentracion plasmatica de dopamina en pacientes con
cancer de pulmén alcanza 48.6+5.1 pg/mL, mientras que en voluntarios sanos alrededor
de 10.2+0.9 pg/mL. Ademas, mediante ensayos in vitro observaron que concentraciones
tan altas de dopamina inhiben la proliferacion y citotoxicidad en células T tanto en células
de pacientes como de voluntarios sanos, atribuyendo esta respuesta a la estimulacién del
D1R (Saha et al. 2001). Por otra parte, utilizando modelos murinos se ha descrito que el
D2R tendria un importante rol en la angiogenesis tumoral. La evaluacion en animales que
carecen de este receptor indica que al ser desafiados con sarcoma murino 0 melanoma,
presentan un aumento del tamafio tumoral, de la densidad de los microvasos y de la

permeabilidad respecto a ratones WT (Lan et al. 2017).

En cuanto al rol del D3R, Pacheco y colaborados han mostrado que la inhibicion de

este receptor en células dendriticas mejora la presentacion cruzada de antigenos a los
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linfocitos T CD8" favoreciendo la inmunidad antitumoral (Figueroa et al. 2017). Nuestros
resultados sugieren que la carencia del D3R en los linfocitos T CD8" genera una menor
cantidad de IFN-y, cuya relevancia radica en que esta citoquina promueve la expresion
del MHC-I en la superficie tumoral, lo que favorece la generaciébn de la respuesta
antitumoral tumoral al aumentar la visibilidad de las células blanco (Bhat et al. 2017;
Rodriguez et al. 2007; Schoenborn and Wilson 2007). Sin embargo, la modulacién por
parte del sistema nervioso en la inmunidad anti tumoral aun no es entendida en su
totalidad (Kuol et al. 2018), por lo que no es posible atribuir la deficiente proteccion
antitumoral de los linfocitos OT | D3RKO solo a la posible baja en la expresion del MHC-I.
Por lo tanto, para poder tener una mejor visibn de los mecanismos por los cuales la
dopamina regula la respuesta antitumoral, es necesario evaluar en mayor profundidad el
rol de la expresion de D3R por ejemplo, en la produccion de moléculas citotoxicas como
granzimas y perforinas, las cuales representan una de las principales rutas citoliticas de

eliminacion de células blanco por parte de los linfocito T citotéxicos (Bremer 2013).

Por dltimo, los ensayos in vivo mostraron que los linfocitos OT | D3RKO proliferan
menos respecto a los OT | WT (Figura 4B y D). Ya que se desconocia si esto era el reflejo
de una expansion menos eficiente o si se debia a deficiencias en los patrones migratorios,
se realizaron ensayos de migracion considerando ambos genotipos y se evalu6 la
expresion de marcadores claves para la vigilancia linfocitaria, tales como CCR7 y CD62L
(Figura 6). Los resultados mostraron que ambos genotipos migran con igual eficiencia y
que ambos expresan niveles similares de moléculas de homing para recircular por
organos linfoides secundarios. Sin embargo, esto difiere de los resultados obtenidos
previamente por Watanabe y colaboradores, quienes encontraron que la inyeccion de
agonistas del D3R en la cavidad peritoneal favorece su llegada hacia este sitio (Watanabe

et al. 2006). Ademds, cuando inyectaron un antagonista para D3R (U-99194A)
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intraperitonealmente, estos autores observaron una dsiminucion de la infiltracion de
células T CD8" en los nddulos linfaticos inguinales (Watanabe et al. 2006). Sin embargo, a
altas concentraciones U-99194A también es un antagonista del D2R, el cual también se
expresa en ceélulas linfoides y ejerce efectos muy diferentes a D3R (Pacheco et al. 2014).
Por lo tanto, es posible que los resultados observados mediante las aproximaciones
farmacoldgicas utilizadas en dicho estudio, sean consecuencias de la
estimulacion/inhibicion de varios blancos moleculares y en varios tipos celulares. Por el
contrario, en los experimentos realizados en esta tesis se utilizaron animales WT
cargados con linfocitos T CD8" que carecen genéticamente del D3R. Ademas, no solo se
evalué la migracién en nédulos linfaticos inguinales, sino que también en nédulo linfatico
mesentérico y en bazo, replicandose los mismos resultados en todos los 6érganos
analizados. Por lo tanto, las evidencias obtenidas en esta tesis entregan datos mas claros
y mas robustos que los obtenidos mediante aproximaciones farmacol6gicas (Watanabe et
al. 2006), y suguieren que D3R expresado en células T CD8" no tiene relevancia en la

migracion homeostatica de estas células hacia los érganos linfoides secundarios.
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Figura 7: Modelo propuesto. Datos obtenidos previamente en el laboratorio de
Neuroinmunologia sefialan que la presencia del D3R en linfocitos T CD8" promueve la
secrecion de niveles mayores de IL-2. Analisis previos de nuestro grupo de investigacion,
aun no publicados, muestran que el promotor de drd3 (el gen que codifica para D3R)
posee sitios de unién a NF-AT y AP-1, dos factores de transcripcion que son activados por
la estimulacion del TCR e inciden por ejemplo en la produccion de IL-2. Estos
antecedentes y los sefialados en esta tesis, nos permiten sugerir que la estimulacion
inicial del TCR induciria la expresion de D3R. Luego, tanto la sefializacion
desencadenada por D3R como la gatillada por el TCR en conjunto, promoverian una
mayor produccién de IL-2. Esta a su vez, actuando sobre el receptor heterodimérico By,
promoveria la expresion de CD25, la cadena a del receptor de IL-2. Asi, la estimulacion
de D3R conllevaria por lo tanto a una mayor generacion del receptor heterotrimérico afy,
el cual posee alta afinidad por IL-2, haciendo a la los linfocitos T CD8" mas sensibles a IL-
2. Una mayor sensibilidad a IL-2 conlleva una mayor produccién de IL-2, amplificando y
prolongando la expresion de CD25, generandose una retroalimentacion positiva. La
importancia de lo anterior radica en que la IL-2 es altamente relevante en la activacion,
expansion y diferenciacion de los linfocitos T CD8" virgenes a un perfil efector. Esto tiene
concordancia con los resultados obtenidos en esta tesis, ya que aquellos linfocitos T CD8"
que cuentan con el D3R y que fueron cultivados sin agregar IL-2 de forma exdgena al
medio de cultivo lograron suplir estas deficiencias alcanzando con igual éxito un perfil
citotoxico, por el contrario el genotipo D3RKO en iguales condiciones de cultivo no es
capaz de sobreponerse generando porcentajes mas bajos de linfocitos productores de
IFN-y y TNF-a.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sefialan que la carencia del D3R en linfocitos T CD8"
resulta en una menor expresion de CD25, y una produccién disminuida de IL-2. Esto
como consecuencia perjudicaria su diferenciacion hacia un perfil efector, lo que se ve
reflejado en una menor produccion de IFN-y y TNF-a.

Ademas, la ausencia del D3R en los linfocitos T CD8" resulta en una reduccién del
namero de células productoras de IFN-y y una expansion clonal disminuida, lo que
conllevaria una menor proteccién frente a un desafio tumoral y por lo tanto una mayor
mortalidad.

Por ultimo, nuestros antecedentes permiten concluir que la expresion del D3R en los
linfocitos T CD8" promueve la formacion de un perfil citotoxico potenciando el desarrollo

de respuestas inflamatorias.

PROYECCIONES
Determinar mediante aproximaciones in vitro e in vivo, cual seria el mecanismo
molecular por el cual la sefializacién a través de D3R favorece la expresion de CD25 vy la

potenciacién en la produccién de IL-2 en células T CD8".

Ademas, un buen complemento a la presente tesis seria el poder obtener resultados
mediante experimentos de pérdida de funcion (D3RKO) y rescate (IL-2) in vivo que
permitan confirmar que la carencia de D3R en células T CD8" resulta en una reduccion de
la produccion de IL-2, lo que explicaria posteriormente la menor expansion clonal y la

adquisicion de una funcién citotdxica atenuada.
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