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I1. Biografia

Fernando Lillo Vera naci6 el 23 de Octubfe‘ de 1k99’1.
Ingreso al colegio Seminario Pontificio Menor, comuna de Las Condes, en el afio 1994
donde curso desde Kinder hasta 4° medio graduandose el en afio 2009.

Desde pequefio presento aptitudes para el deporte destacandose en la gimnasia olimpica
que practico durante 3 afios en el Centro de Alto Rendimiento, luego realizo natacion
durante 2 afios en el Complejo Deportivo Santa Rosa de Las Condes hasta los 10 afios de
edad.

Cuando entro a cursar 4° basico ingresq al grupo Scout Rucamanqui de su colegio donde
participo por 6 afios para‘ después ingresar a la pastoral de su colegio donde participo de
las misiones que esta realizaba en lugares de dificil acceso.

El afio 2005 realizo la Prueba de Seleccion Universitaria con la cual ingreso en el afio
2010 ala carrera de Ingenieria en Biotecnologia Molecular en la Universidad de Chile, de
la cual egreso y obtuvo el grado de licenciado en el afio 2014

Desde el afio 2014 Hasta la actualidad realizo su trabajo de Seminario de Titulo en el
I shoratorio de Inmunologia Anti Tumoral a cargo del Dr. Flavio Salazar Onfray en la

facultad de medicina de la Universidad de Chile.
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Resumen

Las Gap Junctions (GJ) son canales intercelulares que permiten la comunicacidon entre
células adyacentes, y participan en importantes procesos bioldgicos tales como el balance
homeostatico, proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Estan formadas por 2
estructuras llamadas conexones, y cada conexon estd compuesto por 6 subunidades
llamadas conexinas (Cx), siendo Cx43 la proteina mas expresada en células del sistema
inmune en mamiferos. La comunicacién por contacto fisico entre células del sistema
inmune es primordial tanto en la activacion de los linfocitos como en el reconocimiento
de las células blanco. Publicaciones previas de nuestro laboratorio han demostrado que
las GJ compuestas de Cx43 (GJ-Cx43) se polarizan en el sitio de interaccion entre células
dendriticas (DC) y linfocitos T (LT) durante la sinapsis inmunoldgica y que participan en
la presentacion cruzada de antigenos de melanoma por parte de DCs humanas
favoreciendo la activacion de LT CD8" antigeno-especificos. Posteriormente, se
establecioé que la formacion de GJ-Cx43 son importantes para la activacion y citotoxicidad
de las células Natural Killer (NK) contra células de melanoma. Basado en los antecedentes
expuestos, y en la similitud funcional entre células NK y LT CD8", en este trabajo
proponemos que: las comunicaciones intercelulares tipo Gap Junctions formadas por
Cx43 participan en la citotoxicidad de linfocitos T CD8" contra células de melanoma. Para
comprobar esta hipotesis, realizamos co-cultivos de linfocitos T CD8" con células de
melanoma, y determinamos en ellos la polarizacién de Cx43 hacia el sitio de interaccion

mediante microscopia, la formaciéon de canales funcionales mediante ensayos de

transferencia de Calceina, y estudiamos el efecto del bloqueo especifico de los canales



GJ-Cx43 en la citotoxicidad de los LT CD8". Nuestros resultados indican que Cx43 se
polariza hacia el sitio de contacto entre LT CD8 y células de melanoma formando placas
de Cx43, las cuales forman GJ funcionales. Finalmente, demostramos que las GJ-Cx43
son importantes en la funcion efectora de los LT CD8" contra células de melanoma, ya
que la inhibicién especifica de estos canales durante la interaccion de estas células, reduce

significativamente la capacidad citotoxica de los LT CD8".

En resumen, nuestros resultados muestran que las comunicaciones intercelulares
mediadas por Gap Junctions participan en los procesos citotoxicos de eliminacion de
células tumorales por parte de LT CD8". Estos resultados podrian ser relevantes para el
disefio de nuevas estrategias inmunoterapéuticas, permitiendo direccionar futuras
investigaciones biomédicas que involucren el rol de las conexinas en la sinapsis

inmunolégica de la respuesta inmune antitumoral.




Abstract
Gap Junctions intercellular communication (GJ) allow the communication between
adjacent cells, and are involved in important biological process such as the homeostatic
balance, proliferation, differentiation and cell death. GJ are composed by two structures
called connexons, and each connexon is formed by 6 subunits called connexins (Cx),
being Cx43 the most expressed in immune cells in mammals. The communication by
physical contact between cells of the immune system is essential for processes that include
the activation of lymphocytes and the recognition of the target cell. Previous reports from
our laboratory have shown that GJ composed of Cx43 (GJ-Cx43) are polarized to the site
of interaction between dendritic cells and T lymphocytes during the immunological
synapse, where it participates in the cross-presentation of melanoma antigens by human
DCs to specific CD8™ T cells. Subsequently, we established that the formation of GJ-Cx43
is important for the activation and cytotoxicity of Natural Killer cells (NK) against
melanoma cells. Based on this evidence, and based on the functional similarity between
NK cells and CD8" T cells, we propose that Gap Junctions intercellular communication
formed by Cx43 participate in the cytotoxicity of CD8" T cells against melanoma cells.
To test this hypothesis, we performed co-cultures of CD8" T cells with melanoma cells,
and determined the polarization of Cx43 to the contact site by microscopy, the formation
of functional channels by calcein transfer assays, and the effect of specific blockade of the
channels in the cytotoxicity of CD8™ T cells. Our results indicate that Cx43 polarize to the
contact site between CD8™ T cells and melanoma cells forming plaques of Cx43, which
form functional GJ. Finally, we demonstrate that GJ-Cx43 are important in the effector

functions of CD8™ T cells against melanoma cells, because a specific inhibition of these

—— .




channels during the interaction of these cells significantly reduced the cytotoxic capacity
of CD8" T cells to kill a target cell.

In summary, our results show that Gap Junctions intercellular communication participate
in the cytotoxic processes of tumor cell elimination by CD8" T cells. These results could
be relevant for the design of novel immunotherapeutic strategies, highlighting the
relevance of biomedical research related to this field in the immunological synapse of the

antitumoral immune response.
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Introduccion

Cancer y Melanoma

El cancer es un problema de salud mundial, ya que representa una de las primeras causas
de muerte en el mundo con 8,2 millones de muertes en el afio 2012 (American Cancer
Society, 2015). En Chile también lo es, ya que corresponde a la segunda causa de muerte,
después de las enfermedades cardiovasculares, con 22 mil muertes en el afio 2008

(Aguilera y col., 2013).

El céancer se define como un grupo de enfermedades producidas por la division
descontrolada de células anormales con la potencialidad de invadir otros tejidos del cuerpo
generando dafio (Stratton y col., 2009). En un inicio, este crecimiento descontrolado forma
una masa restringida o un tumor benigno, mientras que cuando esta masa adquiere la
capacidad de hacer metastasis, es decir de invadir otros tejidos, se conoce como tumor
maligno. Existes.distintos tipos de cancer dependiendo de dénde se origine éste, cada uno
de estos tumores poseen caracteristicas distintas y evolucionan de manera diferente, sin
embargo, si no son tratados, todos los cancer llevan a un gran deterioro del individuo

culminando en su muerte (Economopoulou y col., 2015).

El cancer de piel es el cancer mas comtn en la poblacion caucasica. En estadios tempranos
se desarrolla en las capas mas externas de la piel, pero si no es tratado a tiempo, puede
invadir las capas mas internas llegando a producir metastasis (Haque y col., 2015). Se
clasifica en dos tipos segin su origen: el cancer de piel no melanoma y el melanoma.

Dentro del primer grupo destacan el carcinoma de células basales (CCB) y el carcinoma



de células escamosas (CCE) pues son los que se presentan con mayor frecuencia. El CCB
presenta un crecimiento lento, no pigmentado, con baja o sin tasa de metastasis, y el CCE
generalmente genera una protuberancia rojiza de superficie dspera y escamosa que puede
pasar a ser invasivo con un riesgo de 2-6% de metastasis (Jerant y col., 2000; Motley y

col., 2002).

El melanoma en cambio, representa menos del 2% de todas las neoplasias cutaneas, sin
embargo es el causante del 75% de todas las muertes por cancer de piel en EEUU
(American Cancer Society. 2015). Su incidencia ha aumentado considerablemente en
Chile y el mundo, y se estima que las tasas de incidencia se duplican cada 10 afios con un
incremento anual del 7%, convirtiéndose en un problema de salud publica (Schwarts,
2011; Ferlay y col., 2015). El melanoma corresponde a un tumor neuroectodérmico
maligno originado a partir de los melanocitos o células pigmentadas del iris, los cuales
son células que derivan de la cresta neural y producen el pigmento melanina. Aparece
principalmente en la superficie cutinea (melanoma cutdneo) aunque también puede
presentarse en las mucosas, ganglios linfaticos y en las capas pigmentadas del bulbo
ocular. Segun el American Joint Committee on Cancer, el melanoma maligno presenta
cuatro etapas de acuerdo al tamafio del tumor (considerando grosor y profundidad) y la
presencia de metéstasis. Las etapas Iy II se conocen como estados tempranos, donde la
etapa II ya presenta una profundidad mayor a 4 mm y ha comenzado a invadir el tejido.
En estas etapas ain no existe metastasis y por ende, poseen un excelente prondstico. Las

etapas [l y IV o estados avanzados presentan metastasis a linfonodos y otros 6rganos, lo



que empeora el prondstico y el tiempo de sobrevida de los pacientes, el cual resulta ser en

promedio menor a 10 meses (Balch y col., 2009).

Los tratamientos tradicionales para el melanoma maligno son la cirugfa, la quimioterapia
y radioterapia. La cirugia soélo resulta efectiva durante las etapas tempranas de la
enfermedad, permitiendo tasas de supervivencia entre el 92 y 97% a 5 afios, sin embargo,
este porcentaje disminuye a un 40% en etapa III y a un 15% en etapa IV (Balch y col,,
2009; Evans y col., 2013). La quimioterapia estd basada principalmente en el uso de la
Dacarbazina (DTIC) que inhibe la sintesis de DNA previniendo la division celular, de esta
manera existe un retardo o detenimiento del crecimiento de las células tumorales. La
radioterapia en cambio, utiliza la radiacién ionizante (rayos X, gama o particulas como
neutrones, electrones y protones, entre otros) directamente en el tumor destruyéndolo e
impidiendo su crecimiento y proliferacion. Las tasas de respuestas a la quimioterapia y
radioterapia, fluctiian entre 5-15% sin embargo, ambos tratamientos producen efectos
secundarios nocivos en los pacientes tratados debido a la falta de especificidad (Mandara
y col., 2006, Evans y col., 2013). Debido a que la deteccion temprana de este tipo de
cancer aumenta la eficacia de los diferentes tratamientos, y por ende mejora el prondstico
del paciente, se han desarrollado distintos sistemas de deteccion, el més conocido y
efectivo corresponde a la utilizacion del acronimo “ABCDE”, el cual incorpora un analisis
visual en relacion a la Asimetria, Borde, Color, Didmetro y Evolucién de esta neoplasia

(Abbasi y col., 2004).

A pesar de los tratamientos y medidas de deteccion existentes, el melanoma maligno sigue

afectando cada vez mas a la poblacién mundial, razon por la cual se deben desarrollar



nuevos tratamientos alternativos y/o complementarios a los actuales que controlen y traten

de manera mas eficaz la progresion de la enfermedad.
Respuesta inmune contra tumores

El sistema inmune corresponde a un sistema multicelular altamente organizado disefiado
tanto para ayudar a mantener la homeostasis del organismo como para proteger a éste de
la invasién de patégenos y células malignas (Parkin & Cohen 2001, Storey & Jordan
2008). Las células del sistema inmune son capaces de reconocer agentes externos
potencialmente dafiinos, y detectar posibles anormalidades en las células propias del
organismo, como ocurre en el caso de las neoplasias (Medzhitov & Janeway 2002). Este
sistema se clasifica en innato y adaptable, los cuales presentan diferencias como lo son su
respuesta no especifica o especifica, respectivamente, contra patégenos y antigenos. La
inmunidad innata, corresponde a la primera linea de defensa del organismo, y es de rapida
respuesta (ocurre en horas), cuyas células, tales como macrdfagos, células dendriticas
(DCs), células NK, granulocitos, entre otros, poseen receptores capaces de reconocer
estructuras moleculares compartidas por varios grupos de organismos, conocidas como
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs). El sistema inmune adaptativo, en
cambio, se éatilla mas lentamente, y genera memoria. Este sistema estd conformado
principalmente por linfocitos T (LT) y B (LB), cuyos receptores son producidos mediante
recombinacion somatica de una serie de genes, mecanismo capaz de generar un enorme
repertorio de receptores con distintas especificidades para el reconocimiento de antigenos

(Abbas y col., 2008). Los LT se clasifican segin el marcador de membrana que expresen

v su funcion. Los LT CD4" o LT helper, reconocen antigenos especificos presentados en



el contexto de una molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de
clase 11 y regulan la actividad de otros linfocitos y c¢lulas del sistema inmune innato y
adaptable mediante la secrecion de citoquinas. En cambio los LT CD8", o LT citotoxicos
(CTL), reconocen antigenos especificos presentados en un contexto de moléculas de MHC
de clase I y son capaces de lisar directamente a las células blanco que reconocen a traves
de su receptor de membrana (TCR) (Parkin & Cohen 2001, Storey & Jordan 2008,
Aarntzen y col., 2013). Ambas respuestas, innata y adaptable, estan finamente reguladas
para reconocer lo extrafio, evitar el reconocimiento de lo propio (Aarntzen y col., 2013),
eliminar células tumorales y desencadenar una respuesta inmune efectiva (Parmani y col.,

2003).

Cuando se desarrolla un tumor, las DCs, células presentadoras de antigenos profesionales,
capturan y procesan antigenos derivados de las células tumorales en presencia de
estimulos inmunogénicos (DAMPs) y migran hacia el organo linfoide secundario mas
cercano llamado “linfonodo drenante de tumor”, donde activan LT virgenes, es decir,
células que no han tenido encuentro alguno con el antigeno para el cual expresan
receptores especificos. Estos LT activados salen del linfonodo y viajan a través del
torrente sanguineo hasta llegar al lugar de residencia del tumor, donde son capaces de
ejercer su accion con el fin de eliminar las células cancerigenas (Barchereau & Palucka

2005, Macintyre & Rathmell 2013).

Se ha descrito en multiples publicaciones que los LT CDS8" y las células NK son las
principales células efectoras de las respuestas inmunes antitumorales (Shanker y col.,

2007, Gajewski y col., 2013). El mecanismo por el cual estas células eliminan células



tumorales, es compartido. Ambas células poseen granulos citotoxicos que contienen
proteinas, tales como granzimas y perforinas, que son liberadas a la superficie de la célula
diana, penetrando la membrana y gatillando la muerte celular (Voskoboinik y col., 2015).
Al mismo tiempo que reconocen a la célula tumoral, tanto los LT CD8" como las células
NK secretan elevados niveles de IFN-y, citoquina con gran efecto anti-tumoral (Ikeda y

col., 2002, Yang y col., 2014).

El conocimiento de los procesos fisioldgicos que sustentan la respuesta inmune contra
tumores, ha permitido el desarrollo de tratamientos alternativos a los tradicionales, que
ofrezcan menos efectos secundarios y mayor efectividad a pacientes con distintos tipos de
cancer. Dentro de estos tratamientos alternativos, el de mayor interés e investigacion en
los ultimos afios es la llamada inmunoterapia antitumoral. La inmunoterapia se refiere a
la estimulacién del propio sistema inmune del paciente para el rechazo y destruccion del
tumor (Zitvogel y col., 2008). Dentro de esta clasificacion, se han descrito algunas
alternativas como la vacunacién de pacientes con distintos tipos de cancer con; DC
cargadas con antigenos de melanoma, inyeccion de citoquinas que activan la respuesta
inmune antitumoral como TNF-o0, e IL-2, y la inyeccién de LT CD8". Algunas de estas
inmunoterapias han logrado disminuir los efectos secundarios de las terapias tradicionales,
e incluso se han obtenido resultados promisorios en ensayos clinicos de fase I, II sin

embargo atn queda mucho por investigar.

Algunas inmunoterapias, particularmente los anticuerpos bloqueadores de puntos de

chequeos, como el anti CTLA-4 y anti PD-L1/PD-1, han sido probados en su eficacia para



destruir tumores v prolongar la vida de los pacientes y han sido recientemente aprobados

por la FDA para su uso en algunos tumores (Callahan y col., 2014).

Gap Junctions

Desde la década de los 90. se comenzo a evidenciar el vinculo existente entre alteraciones
en las comunicaciones intercelulares y el desarrollo de varias enfermedades, incluidas el
cancer. Desde entonces, nuestro laboratorio ha investigado el papel de los canales Gap

Junction (GJ) en el sistema inmune y respuesta antitumoral.

Las GJ son canales intercelulares que permiten la comunicacion entre células adyacentes.
Estan formadas por 6 proteinas de transmembrana llamadas conexinas (Cx), las cuales
oligomerizan formando un hemicanal que se conoce como conexén (Goodenough y col.,
1996). La unién de 2 conexones forma un canal que permite la comunicacion intercelular
mediada por Gap Junction (GJIC), las cuales permiten el intercambio bidireccional de
iones y metabolitos que no superen 1 kDa de tamafio, como cAMP, Ca*y ATP entre otros
(Nicholson, 2003, Neijssen y col., 2005). Estas propiedades conceden a las GJ la
capacidad de regular importantes actividades celulares tales como la sinapsis eléctrica, el
crecimiento. y diferenciacién celular. Se han identificado mas de 20 tipos de conexinas en
vertebrados que difieren en sus propiedades de masa y carga, lo que permite una
selectividad y permeabilidad tinica para los conexones que conforman (Nguyen & Taffet
2009). Las conexinas poseen gran similitud estructural; 4 dominios de transmembrana,
dos loops extracelulares, un loop citoplasmatico y extremos amino y carboxilo terminal

citoplasmaticos (Mese y col., 2007). Las principales diferencias estructurales entre las



familias de conexinas se encuentran en los dominios citoplasmaticos, siendo €stos los
principales sitios de regulacion de la unidn de los canales (Lampe & Lau 2000, Nicholson,

2003, Mese y col., 2007).

Recientemente se ha demostrado que las GJs participan y modulan varios procesos
inmunologicos, debido en parte, a que estos canales representan una de las principales
formas de comunicacion entre células del sistema inmune (Salzar-Onfray, 2013). El
trabajo expuesto por Oviedo-Orta y col. (2001) demuestra que el bloqueo de los canales
GJ provoca una reduccidn en la secrecion de anticuerpos y de la produccion de citoquinas
en cultivos mixtos de LT y LB. Asimismo, Zahaler y col. (2003) comprueba que el
bloqueo de las GJ entre neutrofilos y células endoteliales favorece la migracion
transendotelial de los neutrofilos, y Neijssen y col. (2005) confirma que las GJs favorecen
la transferencia y la presentacién cruzada de péptidos en monocitos activados.
Actualmente, sabemos que practicamente todas las células nucleadas con excepcion de
los espermatozoides y las células del musculo estriado adulto, expresan Cxs (Neijssen y
col., 2007). Esto incluye a casi todas las células del sistema inmune, como neutrofilos,
granulositos, polimorfonucleares, DCs, macrofagos y linfocitos, sugiriendo que las
conexinas modulan la respuesta inmune. Mas aun, citoquinas pro-inflamatorias como
TNF-0, IL-1B e IFN-y inducen la expresion de Cxs en monocitos y macréfagos murinos

(Neijssen y col., 2007) demostrandose una interaccion de las Cxs con el sistema inmune.

En este contexto, publicaciones previas de nuestro laboratorio han demostrado que las
Gap Junctions son importantes para la generacion de respuestas inmunes antigeno-

especifica contra tumores. Ellas facilitan la transferencia directa de antigenos de



melanoma y la presentacion cruzada de éstos en DCs humanas, permitiendo una eficaz
activacion de los LT (Tittarelli v col., 2014, Mendoza-Naranjo y col., 2007). En otro
trabajo, se establecio que las GJ formadas por Cx43 (GJ-Cx43) participan en la sinapsis
entre LT CD4" y DCs, modulando directamente la activaciéon del LT (Mendoza-Naranjo
y col., 2011). En este mismo trabajo, se demostrd que Cx43 se polariza hacia el sitio de
contacto de ambos tipos celulares formando canales GJ funcionales y que la inhibicién
especifica de estos canales durante el co-cultivo de LT CD4" con DCs, disminuye los
flyjos de Ca* en el linfocito, inhibiendo su activacién (Mendoza-Naranjo y col., 2007,

Mendoza-Naranjo y col., 2011).

Posteriormente, nuestro laboratorio demostrd el papel de las GJ-Cx43 en la funcion
efectora de las células NK contra células de melanoma y en el contexto de su activacion
con DC. En este trabajo se demostré que Cx43 se polariza a la zona de contacto entre las
células NK y DCs, y entre las células NK y células de melanoma, formando GJ
funcionales, las cuales permiten una comunicacién de manera bidireccional. En
concordancia con los resultados anteriores, se demostro que el bloqueo especifico de las
GJ-Cx43 inhibe la activacion de las células NK, medido como la reduccion de la expresion
de los marcadores de activacion CD69 y CD25 y en la liberacion de TFN-y, sin alterar el
fenotipo ni la funcion de las DCs. Interesantemente, el bloqueo de Cx43 inhibe la
citotoxicidad de las células NK contra células tumorales, mecanismo asociado con la
inhibicion de la activacion de granzima B y los flujos de Ca™ hacia las células tumorales.
Tittarelli y col,, 2014). En base a los antecedentes expuestos y debido a la similitud

funcional entre las células NK y LT CD8" previamente mencionadas, nos propusimos
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investigar la participacion de las GJIC formadas por Cx43 en la citotoxicidad de LT CD§*

contra células de melanoma, procesos potencialmente relevantes para el disefio de nuevas

estrategias inmunoterapéuticas.



Hipotesis
Las comunicaciones intercelulares tipo Gap Junctions (GJIC) formadas por Cx43
favorecen la citotoxicidad de linfocitos T CD8" contra células de melanoma.

Objetivos

Objetivo general

Investigar el papel de las comunicaciones intercelulares tipo Gap Junctions (GJIC)
formadas por Cx43 en la funcién efectora de linfocitos T CD8" contra las células de
melanoma.

Objetivos especificos:

1. Analizar la polarizacién de Cx43 durante la interaccion entre linfocitos T CD8" y
células de melanoma mediante microscopia.

2. Determinar la funcionalidad de las comunicaciones intercelulares tipo GJ entre
linfocitos T CD8" y células de melanoma por ensayos de transferencia de Calceina.

3. Estudiar la participacion de las GJIC en la citotoxicidad de los linfocitos T CD8"

contra células de melanoma con ensayos de liberacién de [*'Cr].

11



Materiales y métodos

Células y reactivos

Los clones de linfocitos T CD8" especificos contra el antigeno MART-1 fueron generados
previamente en nuestro laboratorio a partir de linfocitos infiltrantes de tumor de pacientes

con melanoma.

La linea celular de melanoma FMS fue establecida previamente en nuestro laboratorio a
partir de la biopsia de un paciente con melanoma maligno y la linea FMS-Cx43 fue

obtenida de la transfeccion de la linea FMS con el gen Cx43 (Tittarelli y col., 2015).

Tanto FMS como FMS-Cx43, fueron descongeladas y resuspendidas en medio RPMI
1640 (Corning), suplementado con 10% suero fetal bovino (Corning) y 1% penicilina (100
U/L) (Corning) y estreptomicina (100 U/L) (Corning)), y fueron mantenidas en botellas

de cultivo celular T75 y cultivadas a 37°C con una atmosfera con 5% de CO2.

Los péptidos utilizados fueron: Gap20 (control) (secuencia: EIKKFKYGIEEHC; 98%
pureza, JPT Peptide Technologies GmbH), 1848 (inhibidor de las GJ) (secuencia:
CNTQQPGCENVCY; 98% pureza, JPT Peptide Technologies GmbH) y Péptido5
(inhibidor de hemicanales) (secuencia: VDCFLSRPTEKT; 98% pureza, JPT Peptide
Technologies GmbH). Todos ellos fueron disueltos en DMSO a una concentracion de 30
mM vy utilizados a una concentracion final de 300 pM. El cell-tracker Calceina-AM

(Invitrogen) fue resuspendido en DMSO a una concentracion de 1mM.
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Microscopia de epifluorescencia

Las células de melanoma fueron cultivadas en cover slip por 16 horas hasta una
confluencia de 20-30%. y fueron co-cultivas con LT CD8" anti-MART-1 en placas de 24
pocillos por 30 minutos en una razon de 1:10. Posteriormente, las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 4% por 15 minutos y lavadas 3 veces con PBS 1x, para
posteriormente ser incubadas con una soluciéon 50mM de Cloruro de Amonio por 10
minutos. Seguidamente, las células fueron lavadas y permeabilizadas con Tritén 0,5% por
10 minutos, bloqueadas con albumina de suero bovino (BSA) 0,5% por 15 minutos e
incubadas por 16 horas a 4°C con el anticuerpo policlonal de conejo anti-Cx43 (C6219;
Sigma Aldrich) a una concentracion de 1:1000. Transcurrido este tiempo, los co-cultivos
fueron lavados 4 veces con PBS/BSA 0,5% e incubados por 1 hora 15 minutos a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario de burro anti-conejo conjugado con
Alexa Fluor 488 (A21206; Life Technologies) a una concentraciéon de 1:500. Finalmente
las células fueron lavadas 5 veces con PBS/BSA 0,5% y marcadas con Hoechst 33342
(Thermo Scientific) a una concentracion de 1:1000 por 15 minutos y montadas usando

medio de montaje fluorescente (Dako North America).

Como control de especificidad del anticuerpo anti-Cx43, se realizé un marcaje solo con
el anticuerpo secundario anti-conejo (Alexa Fluor 488). Como control de especificidad
antigénica, se realizé un co-cultivo entre los LT CD8" con la linea tumoral de linfoma

K562.
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Las imdgenes de los co-cultivos fueron tomadas con un microscopio invertido de
epifluorescencia Olympus IX71 y analizadas con el software bioinformético ImageJ

1.43u.
Transferencia de Calceina

Los LT CD8" fueron incubados con el anticuerpo anti-CD3 conjugado a PE/Cy7 (HIT3a;
Biolegend) por 10 minutos a 4°C y posteriormente marcados por 30 minutos a 37°C con
el cell-tracker Calceina-AM (0,7 uM). Luego las células fueron lavadas 2 veces, primero
con PBS 1x y después con medio RPMI suplementado. Posteriormente se realizaron co-
cultivos de LT CD8" con células de melanoma en una razén de 3:1 por 10 minutos a 37°C.
Finalmente, las células fueron recolectadas e incubadas con 7-Aminoactinomycin D (7-
AAD) por 10 minutos a temperatura ambiente y adquiridas en un citometro de flujo
(FACSVerse, BD). La estrategia de andlisis consistio en evaluar la transferencia de
Calceina a las células de melanoma (Calceina”, CD3" y 7-AAD"). Las condiciones

experimentales fueron: sin tratamiento, con DMSO, con Gap20, 1848 y Péptidos.
Ensayo citotéxico de liberacion de [3'Cr]

Las células blanco o target (T), es decir, células de melanoma FMS y FMS-Cx43, fueron
incubadas con [*'Cr] (Perkin Elmer) por 45 minutos y posteriormente cultivadas (5000
células/pocillo) con LT CD8” o efectores (E) en distintas proporciones E:T (10:1, 5:1,
2.5:1) por 4 horas. Transcurrido este tiempo, la placa se centrifug6 a 510 x g por S minutos,
luego de lo cual se recolecto el sobrenadante. Las condiciones experimentales fueron: sin

tratamiento, con DMSO, con Gap20, 1848 y Péptido5. En conjunto con lo anterior
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también fueron realizados los controles de liberaciéon espontanea y liberacion maxima.
Para la lectura de las cuentas, los sobrenadantes fueron incubados toda la noche con 250ul
de liquido de centelleo y posteriormente, fue analizada la cantidad de [°!Cr] en un lector
de centelleo (TopCount NXT, PerkinElmer). El porcentaje de lisis especifica fue obtenido

con la siguiente formula:

(liberacién experimental) — (liberacién espontanea)
*

% lisis especifica = 100

(liberacién maxima) — (liberacién espontanea)

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad PRISM
version 5.01. Las diferencias entre los tratamientos fueron evaluadas mediante ANOVA
(intervalo de confianza de 95% y p<0,05) y los resultados fueron representados por valores

promedios + desviaciones estandar.



Resultados

Conexina 43 se polariza en la zona de la sinapsis inmunolégica entre Linfocitos T
citotoxicos y células tumorales.

Los LT CD8" se especializan en eliminar células tumorales (Gajewski y col., 2013); para
que esto suceda es importante el reconocimiento y destruccion de la célula tumoral a traves
de la formacion de una sinapsis inmunoldgica (Abbas y col., 2008). Para determinar si los
LT CDS8" y las células tumorales se comunican mediante canales Gap Junctions-Cx43,
realizamos co-cultivos de LT CDS8*, que reconocen el antigeno MART-1 (presente en
células de melanoma) con la linea de melanoma FMS o FMS-Cx43 (linea que sobre-
expresa Cx43), y analizamos la localizacion de Cx43 mediante técnicas de
inmunofluorescencia y microscopia. Observamos que en estado estacionario, tanto las
células de melanoma como los LT expresan Cx43 de forma homogénea, tanto en la
membrana nuclear como en la membrana plasmatica (Figura 1 A y B). Luego de 30
minutos de co-cultivo, se distinguen varios conjugados celulares (LT CD8":célula
tumoral), y observamos que Cx43 se polariza hacia la célula contigua concentrandose
principalmente en la zona de contacto celular o sinapsis inmunolégica tanto con la linea
FMS (figura 1 C) como en la linea FMS-Cx43 (figura 1 D). Para determinar si la
polarizacion de Cx43 es antigeno dependiente, realizamos co-cultivos de LT CD8" anti-
MART-1 con la linea tumoral K562, que no expresa MART-1, y analizamos la
distribucion de Cx43, confirmando que no hay polarizacién de Cx43 hacia la zona de
contacto (figura 1 E). Estos resultados se cuantificaron, confirmando los resultados

descritos (figura 1 F).
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Figura 1. Distribucion de Cx43 en la sinapsis inmunoldégica. Imagenes de microscopia
de epifluorescencia que muestran la localizacion de Cx43 en A) células de melanoma
FMS, y B) Linfocitos T CD&". C) Co-cultivos de células FMS y LT CD8" anti-MART-1
por 30 minutos a una razén de 1:10, y D) Co-cultivos de células FMS-Cx43 y LT CD8"
anti-MART-1 por 30 minutos a una razon de 1:10. E) Co- cultivo de células K562 con
LT CD8" anti-MART-1 por 30 minutos a una razén de 1:10. En verde se observa Cx43
y en azul los nicleos. La flecha amarilla indica la zona de contacto entre el LT CD8" y la
célula tumoral. La barra de la escala corresponde a 10 um. F) grafico de dispersion que
muestra la razon de la IMF de Cx43 en la zona de contacto celular versus el lado opuesto
del linfocito en co-cultivos de células tumorales (FMS, FMS-Cx43 0 K562) con LT CD8*

anti-MART-1. p<0,05.
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Formacion de Gap Junctions-Cx43 funcionales en la zona de la sinapsis
inmunoloégica entre LT CD8™ citotoxicos y células tumorales.

Para comprobar la formaciéon de Gap Junctions-Cx43 funcionales entre LT CD8" y las
lineas de melanoma FMS vy FMS-Cx43, realizamos experimentos con el cell tracker
Calceina-AM, que una vez que ingresa a la célula es procesado y sélo puede difundir de
una célula a otra a través de estos canales GJ. De este modo, los LT CD8" fueron cargados
con el cell tracker Calceina y luego co-cultivados con células de melanoma en una razén
de 3:1 por 10 minutos, siendo posible identificar la poblacién de células de melanoma que
adquiere este marcador desde los LT CD8" a través de la formacién de GJ funcionales. La
estrategia de analisis, consistié en identificar la poblacién de células de melanoma por
tamafio y granulosidad, descartar las células muertas con 7-AAD, que no expresen CD3,
es decir que no sean linfocitos, y que sean Calceina® (Figura 2 C).

Nuestros resultados muestran que los LT CD8" anti-MART-1 forman GJ funcionales con
ambas lineas tumorales pues observamos traspaso de Calceina en ambos co-cultivos. Para
confirmar la via de entrada de este cell tracker, utilizamos un péptido inhibidor de GlJs
(1848), otro de hemicanales (PéptidoS), y otro control (Gap20). Como se observa en la
figura 3, el traspaso de Calceina fue parcialmente inhibido al bloquear los canales de Cx43
con el péptido mimético 1848 disminuyendo aproximadamente a la mitad para los co-
cultivos con FMS y FMS-Cx43. Cuando se inhiben los hemicanales de Cx43 con el
PeptidoS. observamos una disminucion parcial de la trasferencia s6lo en los co-cultivos

con FMS-Cx43, la cual es menor a lo observado cuando se bloquean las GJ-Cx43.
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Figura 2. Estrategia de analisis para ensayo de transferencia de Calceina. Graficos
de densidad representativos para el analisis de la formacion y funcionalidad de las Gap
Junctions de Cx43 para los co-cultivos de LT CD8" anti-MART-1 con las lineas de
melanoma FMS o FMS-Cx43 en una razén de 3:1. Los linfocitos fueron previamente
marcados con anti-CD3 PE-Cy7 y cargadbs con Calceina. En A) cultivo puro de LT CD8"
anti-MART-1 marcados con CD3, en B) cultivo puro de melanoma y en C) co-cultivo de
LT CD8" anti-MART-1 con melanoma donde se seleccionaron las células de melanoma

por tamafio y granulosidad, vivas (7-AAD"), que no sean linfocitos (CD3") y Calceina’.
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Figura 3. Formacion de Gap Junctions funcionales entre linfocitos T CD8" y células
de melanoma. Se realizaron co-cultivos de LT CD8" anti-MART-1 con c€lulas de
melanoma (FMS o FMS-Cx43) por 10 minutos a una razén de 3:1. Los linfocitos fueron
previamente marcados con anti-CD3 PE-Cy7 y cargados con Calceina. Las condiciones
experimentales fueron: no tratado (NT), DMSO, Gap20, 1848 y PéptidoS. El grafico de
barras muestra la IMF de Calceina normalizada a la condicién sin tratamiento en las

células de melanoma. p<0,05. N=3.



22

Las comunicaciones intercelulares mediadas por Cx43 contribuyen a la actividad
citotoxica de LT CD8" contra células tumorales.

Como se ha mencionado anteriormente, la eliminacién de células tumorales por los LT
CD8&" depende de la formacion de una sinapsis inmunologica (Abbas y col., 2008). Un
aspecto inexplorado hasta el momento esta referido a la participacion de las GJs-Cx43 en
este proceso. Para esto, realizamos ensayos que miden la capacidad litica de los LT CD8"
contra células blanco marcadas con el radioisétopo [>'Cr]. El experimento consiste en
medir la liberacion de [*'Cr] desde las células de melanoma FMS o FMS-Cx43 que sufren
apoptosis posterior al reconocimiento de los LT CDS". Para descartar la apoptosis basal
de las lineas celulares, se realizé un cultivo con las células de melanoma sin LT CD8" y
para obtener el porcentaje de lisis total, se mide el [*'Cr] en el sobrenadante y dentro de
las células target o diana.

Como se observa en la figura 4 A, se realizaron distintas razones de células efectoras con
células blanco, confirmando una correlacién positiva entre el numero de LT versus la lisis
especifica. La linea de melanoma FMS-Cx43 que expresa mayores niveles de Cx43
presenta una mayor lisis especifica en comparacion con su parental FMS (figura 4 A). Por
otro lado, cuando inhibimos la formacién de los canales GJ-Cx43 con el péptido especifico
1848 en los—co-cultivos de LT CD8" con la linea FMS-Cx43, la citotoxicidad de los LT
CD8" contra las células de melanoma disminuye significativamente (figura 4 B). Este

fenémeno se observa a las razones de co-cultivo E:T de 10:1 y 2,5:1.
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Figura 4. Canales GJs formadas de Cx43 contribuyen a la citotoxicidad de los LT
CDS8* contra células tumorales. La citotoxicidad fue medida mediante ensayos de
liberacion de [*'Cr], donde células de melanoma (FMS o FMS-Cx43) fueron cargadas con
PICr] y co-cultivadas con diferentes razones de LT CD8". Las condiciones
experimentales fueron: no tratado (NT), DMSO, Gap20, 1848 y PéptidoS. Los resultados

son presentados en porcentaje de lisis especifica y son representativos de 3 ensayos para
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la linea FMS y 4 ensayos para la linea FMS-Cx43. A) Gréfico de dispersion del ensayo y

B) graficos de barra para cada razon con su significancia estadistica. p<0,05.



Discusion

En la inmunidad innata y adaptativa existen procesos dependientes del contacto fisico
célula-célula que son criticos para una eficiente respuesta contra c€lulas infectadas o
neoplasicas. Estos procesos involucran desde la presentacion antigénica en la activacion
de los LT hasta la respuesta efectora que estos realizan al encontrarse con su célula diana.
(Trautmann & Valitutti 2003). En la estructura conocida como sinapsis inmunoldgica,
participan moléculas de MHC, importantes para la presentacion antigénica, moléculas de
co-estimulacion, importantes para una activacién eficiente de los linfocitos, y los TCR
necesarios para el reconocimiento antigénico y posterior funcion efectora (Abbas y col.,
2008). Recientemente se ha comprobado que dentro de estas estructuras moleculares
residen otras proteinas, las cuales también son importantes para lograr una eficiente
respuesta inmunologica. Una de estas proteinas son las conexinas, proteinas de
transmembrana capaces de formar hemicanales en la membrana de la célula, que al
acoplarse con otro hemicanal de una célula adyacente forma un canal Gap Junction, los
cuales participan en importantes procesos fisiologicos dentro del sistema inmune (Oviedo-
Orta & Evans 2004). De esta forma, los canales GJ-Cx43 representan una forma de
comunicacién entre células del sistema inmune (Tittarelli y col., 2014).

Nuestros resultados demuestran que durante la sinapsis inmunolégica entre un LT CD8"
y una célula de melanoma, Cx43 se polariza hacia la zona de contacto celular. Ademas
comprobamos que esta relocalizacién es antigeno dependiente confirmando los resultados
expuestos en el trabajo de Mendoza-Naranjo y col. 2011 donde se describe que Cx43 se
polariza al sitio de contacto celular. proceso dependiente del citoesqueleto de actina.

Adicionalmente, nuestros resultados también concuerdan con los experimentos de
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Salameh y col. (2010), donde se muestra, mediante técnicas de inmunofluorescencia, una
orientacion y polarizacion de Cx43 hacia las zonas de contacto celular en cardiomiocitos
el cual representa, junto con las células neuronales (Robertson 1953) el modelo clasico
para el estudio de las GJs.

Por otro lado, confirmamos la formacion de GJ funcionales pues vemos que hay traspaso
del cell tracker Calceina desde el LT a la célula tumoral, y que la inhibicion especifica de
estos canales disminuye la transferencia del cell tracker. Debido a que las conexinas
pueden formar tanto hemicanales como GJ (Goodenough y col., 1996) se utilizaron dos
péptidos en los experimentos; uno que inhibe GI y otro hemicanales. De hecho, cuando
se bloquearon los hemicanales se observé una leve disminucion del traspaso de Calceina
lo que indica una salida de informacion desde el LT CD8" hacia al medio extracelular. No
obstante, esta disminucion es bastante menor a lo observado cuando se inhiben la
formacion de las GJ-Cx43, sugiriendo que la principal via de transferencia de informacion
es mediante la formacion de canales intercelulares tipo GJ-Cx43 entre ambas células.
Cuando comparamos la transferencia de Calceina para ambas lineas celulares, FMS y
FMS-Cx43, no se observaron diferencias en el porcentaje de células positivas para este
cell tracker (resultados no mostrados), es decir, en la cantidad de células que adquirieron
Calceina desde los LT. Este efecto puede deberse a que el reconocimiento de la célula
tumoral es independiente del bloqueo de las GJ por medio del péptido inhibidor siendo asi
estadisticamente igual la posibilidad de conjugados que se formen entre los LT con ambas
lineas tumorales viéndose afectada solamente el traspaso del cell tracker en su cantidad

neta por célula pero no en el numero de células receptoras.
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El desarrollo de una respuesta inmune antitumoral, depende en parte de una correcta
activacion y/o funcionalidad de los LT CD8" (o CTL) (Abbas y col., 2008), por lo que es
particularmente importante evaluar el papel de los canales GJ-Cx43 sobre la citotoxicidad
de estas células. Se han descrito varios métodos para medir la funcionalidad de los CTL,
sin embargo el gold standard sigue siendo la deteccion de la liberacién de [*!Cr] de las
células blanco. Los ensayos de citotoxicidad demostraron que a las 4 horas de co-cultivos
entre LT CD8" con células de melanoma, la citotoxidad fue de entre el 20 a 40% para la
linea FMS-Cx43, lo que disminuy¢ significativamente cuando se utilizé el péptido
inhibidor de GJs, mientras que para la linea FMS fue inferior al 15%. Esta inhibicidn sobre
la citotoxicidad de los CTL puede deberse en parte, a la inhibicién de la actividad de
Perforinas y Granzimas, las cuales son liberadas por el LT posterior al reconocimiento de
la célula target, lo cual fue demostrado en el trabajo de Neijssen y col., 2005, y confirmado
en el trabajo de Tittarelli y col., 2014, donde evidenciaron que la actividad de la granzima
B disminuye cuando se bloquean los canales GJ-Cx43. Estos resultados son concordantes
a los obtenidos previamente por nuestro laboratorio, donde se demostré que el bloqueo de
los canales GJ en células NK disminuye drasticamente la citotoxicidad de estas células,
y también los flujos de Ca™ en la célula target (Tittarelli y col., 2014). Por tiltimo, existe
una correlacion positiva entre el porcentaje de lisis especifica y el nimero de LT, cuando
se mantiene fijo el numero de células target. Este resultado concuerda con distintas
publicaciones, fortaleciendo nuestros resultados (Monaco y col., 2011; Prajeeth y col.,
2011).

Nuestros datos demuestran que Cx43 es importante para la funcién efectora de los LT

CDg8" contra las cé€lulas de melanoma, pues la lisis especifica contra las células tumorales
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se ve afectada cuando las GJ-Cx43 son blogueadas. Suponemos que la baja expresion de
Cx43 en las células de melanoma podria ser mecanismo de evasion de las células
cancerigenas, puesto que se conoce que varios tipos de tumor, incluyendo cancer de colon
(Lee y col., 2012) y de mamas (McLachlan v col., 2006), disminuyen la expresion de
Cx43 durante la transicién epitelio-mesenquimal, y que cuando se sobre-expresa Cx43 en
las células de melanoma, éstas son mas sensibles al reconocimiento de los LT CDS8",
sugiriendo una relacion entre la baja expresion de Cx43 y el aumento en la resistencia
antitumoral.

A pesar de los resultados obtenidos atin quedan muchos aspectos por ser investigados en
relacion a los canales GJ-Cx43 en la inmunologia antitumoral. Con respecto a este trabajo
falta investigar el mecanismo por el cual las Gj-Cx43 se encuentran involucradas en la
citotoxicidad de los LT CDS8" contra las células de melanoma, y para esto proponemos
evaluar la dindmica de los flujos de Ca™ en la célula tumoral, y la actividad de granzima
en los LT CD8".

En resumen, nuestros resultados muestran que las Gap Junction formadas por Conexina
43 son importantes en la funcion efectora de los linfocitos T CD8™ contra células de
melanoma humano, lo cual contribuye a un mejor entendimiento de la respuesta

antitumoral dando base a nuevos estudios que podrian conducir al disefilo 0 mejoramiento

de alguna inmunoterapia.



Conclusiones
En este trabajo. observamos que Cx43 se polariza a la zona de contacto celular en la
sinapsis inmunologica entre LT CD8" y células tumorales de melanoma, fenémeno
observado en imagenes de inmunofluorescencia.
Ademis, evidenciamos que Cx43 es capaz de formar GJ funcionales que son capaces de
permitir un traspaso de informacién desde el LT hacia la célula tumoral, lo que se
demostré mediante los ensayos de funcionalidad con el cell tracker Calceina.
También, demostramos el rol que cumple la Cx43 en la capacidad citotoxica de los LT
CD8" en la respuesta antitumoral, observandose una disminucién en la lisis especifica de
las células de melanoma cuando se bloquea la formacion de GJ-Cx43, ademés de
evidenciarse una mayor lisis especifica en la linea de melanoma que presenta mayor
expresion de Cx43.
Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, confirmamos que las GJ-Cx43
participan en la funcién efectora de los LT CD8" en el desarrollo de una respuesta
antitumoral, comprobando lo que planteamos inicialmente en nuestra hipotesis. Sin
embargo, atin falta dilucidar el mecanismo en el cual se encuentran involucradas estas

conexiones intercelulares dentro de esta respuesta antitumoral.
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