UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE CIENCIAS - ESCUELA DE PREGRADO

“LOS LINFOCITOS Tc17 DAN ORIGEN A LINFOCITOS T
CITOTOXICOS ANTITUMORALES”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

Felipe Matias Flores Santibanez

Director del Seminario de Titulo:

Dr. Mario Rosemblatt
Co-Directora del seminario de Titulo:

Dra. Daniela Sauma

Junio 2015
Santiago - Chile




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de
Chile que el Seminario de Titulo, presentado por el Sr. Felipe Flores Santibanez

«|os linfocitos Tc17 dan origen a linfocitos T citotoxicos antitumorales”

Ha sido aprobado por la Comision de Evaluacién, en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular.

Dr. Mario Rosemblatt S.
Director Seminario de Titulo

Dra. Daniela Sauma M.
Co-directora Seminario de Titulo

Comision Revisora y Evaluadora

Dra. Maria Rosa Bono M.
Presidente Comision

Dr. Jorge Martinez W.
Evaluador

Santiago de Chile, ............ de Junio de 2015.




Biografia

Naci un 11 de diciembre, en Talcahuano, VIII Regién, Chile.
Cuando tenia un mes de vida, mis padres se mudaron a la
capital. A medida que fui descubriendo el mundo, fue
despertando en mi la curiosidad por mi entorno. Inspeccionar

hormigas bajo la lupa, mirar programas como “El Laboratorio de

Dexter’ o “El Profesor Rosa" eran parte de mis entretenciones de
nifio. Sin embargo, no fue hasta mi ensefianza media en el Liceo de Aplicacion, que
descubri mi interés por la ciencia, en particular por la Biologia y la complejidad de los
seres vivos, motivado por mi estimada profesora de Biologia Ménica Mardones. A los 17
afios de edad, decidi entrar a la Universidad de Chile a estudiar Ingenieria en
Biotecnologia Molecular. Durante mis afios en la Universidad, me maravillé con distintos
cursos que alimentaron mi sed de conocimientos. Aprendi sobre los fotosistemas, los
cnidarios, la glicdlisis, el dicroismo circular e incluso a programar un Arduino. Entre todo
este aprendizaje un tanto caético, aparecié la inmunologia. La Dra. Maria Rosa Bono
imprimié en mi un gran interés por esta area particular de la Biomedicina y sus impactos
en la salud humana. Decidido a realizar mi tesis en este topico, le pedi que me aceptara
en su laboratorio y fue asi como inicié mi carrera en la investigacion. Durante este
seminario de titulo he participado de diversas actividades tales como seminarios, cursos
y congresos que me han permitido aprender y compartir experiencias con diversos
grupos de investigacion tanto a nivel nacional como internacional. Todas estas

experiencias han contribuido a que mi interés por la ciencia siga vigente.

“Equipado con sus cinco sentidos, el hombre explora el universo a su alrededor, y a esta
aventura la llama ciencia”. Edwin Hubble




A mis padbes, Tito y Gaby

por convertirme en un sofador...




Agradecimientos

En primer lugar agradezco a mis tutores Daniela, Maria Rosa y Mario por guiarme
en este camino, por creer en mi, y por motivarme y darme las herramientas para iniciar
mi carrera como investigador. En especial a Daniela Sauma, por la paciencia, la
disposicion, las palabras de aliento y las incontables sesiones de discusion que dieron
forma a este trabajo. También agradezco a mi comisién evaluadora por los aportes que

permitieron mejorar el presente manuscrito.

Sin duda tengo mucho que agradecer a mi Familia. En primer iugar, agradecerles
a mis padres Tito y Gaby, por el amor y apoyo incondicional que me han brindado
constantemente. A mi madre le agradezco por ensefiarme que los limites se los fija uno,
y que con disciplina y decision es posible alcanzar las metas. A mi padre, por ensefiarme
a sofar y a jugarmela por mis suefios, por ensefiarme a disfrutar y reir con cada
momento. Les agradezco también a mis hermanos, Catalina y Pablo; y a los peques de
la casa, el Vicentito y la Fefiita porque sin sus alborotos nuestra casa seria demasiado

aburrida.

A Victor le agradezco por caminar junto a mi estos Ultimos afios. Por apoyarme
y entregarme carifio en el dia a dia. Por apafiarme con mis [ocuras y aguantarme en mis

dias malos, y principalmente por hacerme feliz en tantos momentos.

Debo agradecer también a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile,
porque en su casa de estudios fue donde conoci a dos grandes personas que hasta el
dia de hoy me acompadan. Mis grandes amigos Conny y Pancho. A ustedes les debo
las mayores alegrias de mi pasada por la Universidad. Innumerables recuerdos y

momentos juntos que nunca olvidaré.




Agradezco también al Inmunoiab, esa gran familia que me acogi6 durante estos
afios y que ocupd gran parte de mis dias. Al “compariero aplicacionista” Leo, por siempre
estar dispuesto a ayudar, por la buena onda y la alegria. A Juan José, por la paciencia y
por todo lo ensefiado en mis inicios en el [ab. Ala Domy, mi partner en el meson, cuantas
madrugadas y tardes-noches pasamos en el citémetrol A la Gaby por siempre estar
dispuesta a escuchar mis millones de dudas. Ala Valey a la Naty por la buena energia.
A la Coté por las conversaciones de tarde en la oficina de los “pregrado”. A la Cami,
Yessia y Sarah por las discusiones al final de las reuniones. A la Pame por su
compromiso y buena disposicion siempre. Y a Zoila por cuidar de nuestros queridos

ratoncitos.

Finalmente quisiera agradecer a las instituciones que financiaron este trabajo:

CONICYT (PFB-16), y FONDECYT (11121478 y 1100357).




indice
BIOGIATIA. .1 v vevseeeereeeseeciea i s se s s ii
AGradECITIBNTOS ....vveeieies e ceter et b e iii
FVGICE v ovveveseeses s eeeeeeeeeseeseasens s s s s ee s s st Rb e bR R bR s vi
IAICE Q8 FIGUIES .. oe.eeeereveeesesesesee s sseeseseesreee s sm st viii
LiStA 08 ADTEVIALUIAS . oeeee e ieeiiiieeeieeeesiseeeres e e re s i ar v st b a e e e s s ran e e asesar s s st b r e e s rean s e ix
R =T 0 1 117=) 1 IO RO O OO PE O RPPPRPPRTPPPPISPIIR 1
) TR -\ oYt £ o, AOUUUTRTR TS OO OO PO ST PP RRTP P 3
TR 1910 o |80 ol e)2 WUURUERE OO TOU RIS 5
3.1 Inmunidad anti-tumOoral ......o.cccvrer i s 5
3.2 Linfocitos infiltrantes del tumor y el balance entre células efectoras y
TEGUIBAOTAS «.veuveereeienieeereriteis st e e e b e e 6
3.3  Subtipos de linfocitos T CD4+ ... 10
) 3.4  Subtipos de linfocitos T CD8+ .....ccoiivii i 11
3.5  Linfocitos Th17 Y @] CANCET ... oviiiiiiietieereeee e 12
3.8  Linfocitos TC17 ¥ €l CANCEI.....cocviiiii et 14
4. HIPOIESIS....coveereereeericiircits et ses s eb ettt s b 18
5. OBJBHVOS. .. ceeeereierrceiesiceesintir et e s b s 18
5.1  Objetivo GENETAL.....ccoir it 18
5.2  Objetivos especifiCos ... 18
6. Materiales y MEOOS ......cooeririiiii e 19
B.1  MAEHAIES ..oveeieecreeeceieeeer et et r e s ba e e bn e s 19
B.1.1  ANHCUBIPOS ... .eeeeeeeeeecerrreritir et ssa e an e ssae st sa e 19
B.1.2 RAIONES .. oiiieieeeere i et st ir e s s ra e e e s e en e s 19
6.1.3  Lineas celulares y modelos tumorales ..........ccoooeevinninninnnncinnns 20
B.2  MEIOTOS ..o oiiiceeiie i ere e ee e e e et e s e s e a s 21
6.2.1 Aislamiento de células de bazo, linfonodos y tumor........cccov e, 21
6.2.2 Generacion de células TC1 Yy TC17 in VItro.......ccvvvvc e 22
8.2.3 Evaluacion de moléculas de superficie por citometria de flujo................ 24

6.2.4 Evaluacion de células productoras de citoquinas por citometria de flujo 24

6.2.5 Evaluacion de marcadores funcionales de citotoxicidad por citometria de
11 10] 1 T OO OO VDIPTSR P PP SIRTIVOS 25

vi




7.

6.2.6 Cuantificacion de la produccién de citoquinas. ... 26

B.2.7  COll SOMNG c.oovvirereeeriree ettt b s s 27
8.2.8  Ensayo de citotoxicidad in VIrO ... 27
6.2.9 Ensayo de inmunoSupresion it VItro.........c.coin e 28
6.2.10 Transferencia adoptiva de células Te1 ¥y TCT7 i 29
6.2.11 Andlisis estadiStico .......ocovirirrie i 30
(2 11 7= 1 Lo 1= SO TTRT TR U PP PSP APPSO ISR EEE 31

71 Las células Tc17 endogenas no poseen marcadores de citotoxicidad y
expresan altos niveles de la ectonucleotidasa CD73 ... 31

72  Células Tc17 generadas in vitro no son citotoxicas y expresan altos niveles de
(o1 1 72< JUTUTTUOTRETE ST Oy TP PSSS PP PIOPS PP 35

7.3 Las células Tc17 generadas in vitro no tienen capacidad inmunosupresora . 40

74 Células Tc17 antigeno-especificas poseen actividad anti-tumoral contra un

HUMIOT ESLADIECIAD ...eveeeee i e e et s i ra e s n et a b e 44
7.5 En el microambiente tumoral las células Tc17 dan origen a células tipo Tc1
IFN-y+GzmB* y retienen la expresion de CD73 ..., 45
IS CUSION «eveeeeeeesreseessesseassssesianerarsnsesereaee s s teeaeba e an e e s bbb e e et ae s snan e a b an s s b e e an s an e 48
Resumen de resUBadOS .....covveveivrmvreeiiinicii s e 55

10, CONCIUSIONES ... veeereeeicieeeiiieieeseetrereerere e tessbs e s sn s ne sasar s asane s s e mn e e s s n e e s sans s s nnn s o 57
11, BIDHOGIATTA. c.cvevievieveieerie e rer et s e 58

vii




indice de figuras

Figura 1. Presencia de células Tc17 endégenas en ratones sanos y con tumor.......... 32
Figura 2. Las células Tc17 enddgenas no expresan granzima B..........cceviicinncnnnene 33

Figura 3. Las céiulas Tc17 enddégenas expresan las ectonucleotidasas CD39 y

(03 0 Y£< YUNTTR TR TP P PO PRSPPI SPS 34
Figura 4. Generacion de células Te1y TC17 M VIO ... 35
Figura 5. Produccién de citoquinas por células Tc1 y Te17 generadas in vitro............ 36
Figura 6. Caracterizacion de células Tc1y Tc17 generadas in Vifro.........ccceeeiniinnan 38
Figura 7. Las células Tc17 generadas in Vitro no son citotoxicas ..., 39

Figura 8. Las células Tc17 generadas in vitro retrasan la proliferacién de linfocitos T
CD4+ en forma contacto-dependiente.........cocviiiiiinini 41

Figura 9. La expresidn de CD73 no les confiere capacidad inmunosupresora a las células

viii




Lista de abreviaturas

ADP: Difosfato de adenosina

AMP: Monofosfato de adenosina

anV: Anexina V

ANOVA: Analysis of variance

ATP: Trifosfato de adenosina

CBA: Cytomnetric Bead Array

CCL: Ligando de quimioquina C-C

CCR: Receptor de quimioquina C-C

CD: Cluster of Differentiation

CTL: Linfocito T Citotoxico (Cyotofoxic T Lymphocyte)
CTLA4: Cytotoxic T Lymphocyte Associated protein 4
DCs: Células dendriticas (Dendritic Cells)

EAE: Encefalomielitis Autoinmune Experimental
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FDA: Food and Drug Administration

FMO: Fluorescencia menos uno

Foxp3:. Forkhead box P3

GM-CSF: Granulocyte and Monocyte Colony Stimulating Factor
gzmB:  Granzima B

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

IDO: Indoleamin 2,3-dioxigenasa
IFN: Interferén
iL: Interleuquina

IMDM:  Iscove’s Modified Dulbecco’s Media

LAG3: Lymphocyte activation gene 3

MDSC: Células mieloides supresoras (Myeloid Derived Supressor Cell)

MFI: Intensidad Media de Fluorescencia (Mean Fluorescence Intensity)

MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
NK: Asesinas naturales (Natural Kilfer)




ns:
OVA:
PBS:
PD-1:
PD-L:
PI:
PLN:
PMA:
RORy:
RPMI:
SEM:
SFB:

STAT3:

Te:
TCR:
TdLN:
TGF:
Th:
TILs:
TNF:
Treg:
VEGF:

no significativo

Ovoalbtimina

Phosphate Buffered Saline

Programmed cell Death 1

Programmed Death Ligand

Yoduro de Propidio (Propidium lodide)

Linfonodo periférico (Peripheral Lymph Node)

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

RAR related Orphan Receptor gamma

Roswell Park Memorial Institute medium

Error estandar de la media (Standard Error of the Mean)
Suero Fetal Bovino

Signal Transducer and Activator of Transcription 3

T citotdxicos (T cyfotoxic)

Receptor de Células T (T Cell Receptor)

Linfonodo drenante del tumor (Tumor Draining Lymph Node)
Transforming Growth Factor

T cooperador (T helper)

Linfocitos infiltrados al tumor {Tumor Infiltrating Lymphocytes)
Tumor Necrosis Faclor

T regulador

Vascular Endothelial Growth Factor




1. Resumen

E! rol de los linfocitos T CD8+ productores de IL-17 (células Tc17) en la inmunidad
tumoral es controversial. Por una parte, la troncalidad de las células T del linaje 17 en
cuanto a su capacidad de autorenovarse y de dar origen a células efectoras productoras
de interferén gama (IFN-y), sugiere que las células Tc17 cumplirian un papel en la
respuesta inmune anti-tumoral. Sin embargo, existe evidencia que los linfocitos Te17,
debido a su naturaleza pro-inflamatoria, favorecerian [a carcinogénesis y el desarrollo
tumoral al promover la angiogénesis y el reclutamiento de células inmunosupresoras al
microambiente tumoral. Para definir el papel de las células Tc17 en la inmunidad tumoral,
en este seminario se analizé la presencia y el fenotipo de las células Tc17 en un modelo
murino de melanoma. Ademas se generaron células Tc17 in vitro y se evalud la
capacidad antitumoral de estas células en experimentos de transferencia adoptiva. Los
resultados obtenidos indican que las células Tc17 generadas in vitro no expresan el
marcador de citotoxicidad granzima B (gzmB) y muestran limitada capacidad citotoxica
contra células de melanoma. Sin embargo, la transferencia adoptiva de células T¢17
antigeno-especificas a ratones con tumor resulté en la desaceleracién del crecimiento ..
tumaral, aunque con menor eficiencia en comparacion a la transferencia de linfocitos T
CD8+ productores de IFN-y {(células Tc1). Ademas, luego de la transferencia adoptiva se
observé que en el tumor alrededor de un 60% de las células Tc17 transferidas se
convierten a células tipo Tc1 IFN-y+ gzmB*, evidenciando el potencial antitumoral de
estas células. En la misma linea, se observd que las células Tc17 producen IL-2 y
conservan un patron de migracion tipico de células T de memoria. Por otra parte, las
células Te17 muestran una alta expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73,

enzimas que se han relacionado con la capacidad de inhibir la respuesta inmune




antitumoral mediante la generacion de adenosina extracelular. A pesar de esto, los
linfocitos T¢17 generados in vitro no suprimen la proliferacion de linfocitos CD4+ in vitro
en una forma dependiente de CD39, CD73 o mediante la generacion de adenosina
extracelular. En conclusion, las céiulas Tc17 muestran menor capacidad anti-tumoral gue
las células Tc1, sin embargo son capaces de persistir en los érganos linfoides, de
autorenovarse, y de dar origen a células efectoras tipo Tc1 con propiedades anti-
tumorales, todas caracteristicas de célufas T troncales. Estos resultados abren nuevos
horizontes para la explotacién de estas caracteristicas en el disefio de inmunoterapias

anti-tumorales mas efectivas.




2. Abstract

The role of IL-17-producing CD8+ T lymphocytes (Tc17 cells) in tumor immunity
is still controversial. In one hand, the stemness observed in type 17 T cells in regard of
their capacity to self-renew and give rise to effector interferon gamma (IFN-y)-producing
cells supports the idea that T¢17 cells could be playing a role in the anti-tumor immune
response. However, there is evidence showing that Tc17 [ymphocytes, owing to their pro-
inflammatory nature, could favor carcinogenesis and tumor development by promoting
angiogenesis and the recruitment of immunosuppressive cells to the tumor
microenvironment. To define the role of Tc17 cells in tumor immunity, in this work we
analyzed the presence and phenotype of Tc17 cells in a murine model of melanoma. In
addition we generated Tc17 cells in vitro and evaluated the anti-tumoral capacity of these
cells in adoptive transfer experiments. The results indicate that in vitro generated Tc17
cells show null expression of granzyme B (gzmB) and are poorly cytotoxic against
melanoma cells. However, adoptive transfer of antigen-specific Tc17 cells into fumor-
bearing mice resulted in a decrease in tumor growth, albeit with less efficiency compared
to IFN-y-producing CD8+ T lymphocytes (Tc1 cells). Moreover, after adoptive transfer we
observed that near 60% of transferred Tc17 cells converted into Tc1-like IFN-y+ gzmB+
cells in the tumor, evidencing an anti-tumor potential. In the same line, Tc17 cells were
able to secrete 1L-2, and retained a migration patiern typical of memory T cells. On the
other hand, Tc17 cells showed a high expression of CD39 and CD73 ectonucleotidases,
both enzymes previously related to the inhibition of the anti-tumor immune response by
the generation of extracellular adenosine. In spite of this, in vitro generated Tc17 cells
did not suppress the proliferation of CD4+ lymphocytes in a CD39 or CD73-dependent

manner or by the generation of extracellular adenosine. In conclusion, Tc17 cells show




lower anti-ftumor capacity than Tc1 cells, however are able to persist in lymphoid organs,
self-renew and give rise to anti-tumor Tc1-like effector cells, all features of stem-like T
cells. These results open new horizons for the exploitation of these features in the design

of more effective anti-cancer immunotherapies.




3. Introduccion

3.1 Inmunidad anti-tumoral

Durante el desarrollo de un tumor las células tumorales deben adquirir
progresivamente diversas caracteristicas que les permitiran sobrevivir, proliferar e
invadir nuevos tejidos (Hanahan y Weinberg, 2000, 2011). En este sentido, numerosos
estudios desarrollados en las Gltimas décadas aportan evidencia cientifica que destaca
entre estas caracteristicas la capacidad de evadir la respuesta inmune anti-tumoral. Las
primeras nociones de la existencia de una respuesta inmune anti-tumoral nacieron en
los afios 50' cuando Burnet y Thomas introdujeron por primera vez el concepto de
inmunovigilancia (Burnet, 1957). Esta teoria establece que el sistema inmune patrulla
constantemente en blsqueda células transformadas o malignas (tumorales),
eliminandolas antes de la generacién de un tumor clinicamente detectable. Aunque la
mayor parte de las veces este mecanismo protege al organismo, el constante ataque
ejercido por el sistema inmune sumado a la inestabilidad gendmica de las células
malignas dan origen a la seleccitn de aquellas células capaces de escapar del conirol
inmune anti-tumoral (inmunoedicion). Esto da lugar al desarrollo de focos tumorales y a
su establecimiento en el organismo hospederc adn cuando éste posea un sistema
inmune competente (Dunn y col., 2002). Entre los mecanismos adquiridos por las células
tumorales que les permiten eludir la respuesta inmune anti-tumoral se destacan la
habilidad para evadir el reconocimiento (disminucién de la expresién de moléculas del
complejo de histocompatibilidad) y las moléculas efectoras del sistema inmune
(expresion de proteinas anti-apoptéticas, deficiencia en sefializacion de apoptosis)

(Rabinovich y col., 2007).




De esta forma, el sistema inmune colabora indirectamente para moldear la
generacion de células malignas capaces de escapar a su confrol, originando un evento
neoplésico. Una vez que un tumor alcanza la escala macroscépica, aumenta su
complejidad y desarrolla nuevos mecanismos que activamente mantienen a raya al
sistema inmune. Entre ellos, es fundamental [a mantencion de un microambiente tumoral
inmunosupresor que atente la respuesta inmune anti-tumoral. Para esto, las células
tumorales expresan o secretan moléculas y citoquinas inmunomoduladoras tales como
TGF-B, IL-10, IDO, PD-L y adenosina. Ademas, las células tumorales pueden modificar
el microambiente de forma de favorecer el reclutamiento de células inmunosupresoras,
tales como linfocitos T reguladores (Treg) y células mieloides supresoras, ambas
capaces de interferir en la actividad anti-fumoral de linfocitos efectores T helper, T
citotéxicos y Natural Killer (NK), desarmando la respuesta anti-tumoral (Rabinovich y col.,

2007; Zou, 2006).

3.2 Linfocitos infiltrantes del tumor y el balance entre células efectoras y

reguladoras

En distintos tipos de tumores se ha encontrado que una componente importante
del microambiente tumoral son células del sistema inmune, particularmente linfocitos, los
que son llamados linfocitos infiltrantes del tumor (TiLs por Tumor Infiltrating
Lymphocytes). Diversos reportes indican que la presencia de TILs se corelaciona
positivamente con la sobrevida de pacientes con cancer de colon, cancer de mama,
cancer de ovarios, tumores gastrointestinales y melanoma, entre otros (Galon y col.,
2006; Rusakiewicz y col., 2013; Zhang y col., 2003; Mahmoud y col., 2011; Azimi y col.,
2012). Parte de estas células infiltradas corresponderian a linfocitos T efectores

especificos contra antigenos tumorales que estarian continuamente controlando el




crecimiento tumoral. Los principales protagonistas en dicha respuesta anti-tumoral son
los linfocitos T CD8+ citotéxicos tipo 1 (Tc1), las células NK y los linfocitos T CD4+

cooperadores tipo 1 (Th1 por T helper 1).

En cuanto a los mecanismos involucrados en la eliminacién de las celulas
tumorales, tanto linfocitos Tc1 como células NK poseen receptores que les permiten
reconocer a las células transformadas y eliminarlas mediante la induccién de apoptosis.
Los linfocitos Tc1 poseen receptores de células T (TCR por T Cell Receptor) que
reconocen péptidos antigénicos presentados en moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad clase | (MHC-1 por Major Histocompatibility Complex class ). Por
otra parte, las células NK efiminan células blanco cuya expresion de moléculas MHC-I
es reducida (Karre K y col., 19886), fendmeno observado en células transformadas como
mecanismo de escape a la respuesta anti-tumoral. Ademas tanto los linfocitos Tc1 como
céluias NK expresan receptores NKG2D gue reconocen diversos ligandos expresados
bajo condiciones de estrés celular y altas tasas de proliferacion, ambas caracteristicas
propias de las células tumorales (Smyth y col.,, 2005). Luego de la activacion de sus
receptores, estas células liberan granulos cargados de granzimas y perforinas
induciendo la via de las caspasas y desencadenando la apoptosis en las células blanco

(Trapani y Smyth, 2002).

Por otra parte linfocitos Te1, células NK y principalmente linfocitos Th1 secretan
interferén-y (IFN-y) cuyo rol es pivote en la respuesta anti-tumoral. Los linfocitos Th1 son
un subtipo de linfocitos T CD4+ por tanto expresan un TCR que reconoce péptidos
antigénicos en un contexto MHC clase Il. Una vez activados, su principal funcion es la

secrecion de citoguinas, siendo IFN-y la principal entre éstas. Esta citoquina es capaz de

inducir directamente la expresién de moléculas MHC clase | y II, activar a macrofagos y




células dendriticas, aumentar la diferenciacién de linfocitos T CD4+ a linfocitos Th1 y

potenciar la respuesta citotoxica de linfocitos NK'y Tc (Schroder y col., 2004).

Sin embargo, un tumor en desarrollo posee mecanismos que le permiten
contrarrestar la respuesta inmune anti-tumoral. Dentro de estos mecanismos es esencial
el reciutamiento de células supresoras de la respuesta inmune al microambiente tumoral,
como son los linfocitos Treg y células mieloides supresoras (MDSC por Myeloid Derived
Supressor Celf). Los linfocitos Treg son un subtipo de linfocitos T CD4+ caracterizados
por la expresion del factor transcripcional maestro Foxp3 y corresponden a los
principales represores de |a respuesta inmune. Estas celulas se ven incrementadas en
pacientes con tumor y en modelos animales de cancer, y numerosos estudios
correlacionan la presencia de estas células con un mal prondstico de la enfermedad
(Griffiths y col., 2007; Perrone y col., 2008, Bates y col., 2006). Entre sus funciones se
encuentran la inhibicién de la activacion, proliferacion y funcion efectora de linfocitos T,
linfocitos B, células NK, células dendriticas y macréfagos. Los mecanismos utilizados
por estas células para reprimir la respuesta inmune se pueden clasificar en (i) Secrecién
de citoquinas inhibitorias (TGFB1, IL-10, IL-35), (ii} Induccién de apoptosis en células
efectoras (via granzimas y perforinas); (iii) Disrupcion metabélica, por ejemplo mediante
la deprivacién de sefiales de sobrevida como la IL-2 y; (iv) Inhibicién de la maduracién
de células dendriticas a través de la expresién de ligandos inhibitorios (LAG3, CTLA4)
(Vignali y col., 2008). Recientemente un nuevo mecanismo de supresidon ha sido
incorporado al armamento de los linfocitos Treg que involucra la expresion de las
ectonuleotidasas CD39 y CD73, que permiten metabolizar el ATP extracelular para

generar adenosina (Deaglio y col., 2007). CD39 cataliza la hidrélisis de ATP o ADP a

AMP mientras que CD73 finaliza la reaccion catalizando la hidrolisis de AMP a




adenosina. La adenosina es percibida por el receptor de adenosina A2A inhibiendo la
activacion, proliferacion y la capacidad efectora de linfocitos T (Deaglio y col., 2007)
ademas de favorecer la generacion de linfocitos Treg inducibles a partir de linfocitos

CDA4+ virgenes (Zarek y col., 2008).

Por otra parte, diversos reportes evidencian la acumulacion de células mieloides
supresoras (MDSC) en tumores de pacientes con cancer y en modelos animales de la
enfermedad (Diaz-Montero y col., 2009). Las MDSC son una poblacion heterogénea de
origen mieloide que se caracterizan por la capacidad de inhibir tanto la respuesta inmune
innata como la adaptable, particularmente la respuesta mediada por células T. Los
mecanismos a través de los cuales estas células suprimen la respuesta inmune son
diversos, entre ellos la expresion de Ja enzima Arginasa-1, que depleta el microambiente
tumoral de arginina, aminoacido esencial para la activacidn de linfocitos T y la
maduracién de células dendriticas (Rodriguez y col.,, 2004). Estas células tambien
producen peroxinitrito (ONOO-), agente que media la nitracion del TCR de los linfocitos
T CD8+, interrumpiendo de esta forma la activacion mediada por presentacién antigénica

(Nagaraj y col., 2007).

De esta forma, en el tumor existe una lucha constante entre células efectoras,
cuya funcién es eliminar las células transformadas, y células reguladoras, que son
utilizadas por el tumor en su propio beneficio para interferir en la respuesta inmune anti-
tumoral. Se ha demostrado en modelos animales que en ratones deficientes en perforina,
o deficientes en la sefializacién a través de IFN-y existe mayor susceptibilidad al
desarrollo de tumores inducidos y estos crecen a una mayor tasa que en ratones

silvestres, demostrando la importancia de la inmunidad anti-tumoral (Dighe y col., 1994;

Broek y col., 1996). Por otro lado, |a eliminacidn de linfocitos Tregs en ratones portadores




de tumor favorece la eliminacién del tumor en forma dependiente de linfocitos T CD8+ y
células NK (Teng y col., 2010). En cuanto a los humanos, actualmente se han planteado
numerosas inmunoterapias que aprovechan este escenario para combatir el cancer,
siendo una de ellas el uso del anticuerpo monoclonal anti-CTLA-4. CTLA-4 es una
molécula expresada por linfocitos T luego de su activacion, cuya funcioén es inhibir la
proliferacién de linfocitos T funcionando como un punto de control de la respuesta
inmune, por lo que su bloqueo mediante el uso del anticuerpo anti-CTLA-4 fortalece la
respuesta anti-tumoral. Bajo el nombre genérico de Ipilimumab esta droga se encuentra
aprobada por la FDA para el tratamiento contra melanoma desde el 2011 y existen
estudios en curso para expandir su uso a otros tipos de cancer (Wolchok y col., 2013).
Todos estos antecedentes apoyan la existencia de un balance entre células efectoras y
reguladoras en el microambiente tumoral como un punto critico del desarrollo tumoral.
Comprender la funcién que cumplen las células inmunes en la inmunidad antitumoral es
de gran relevancia puesto que la aplicacién de dichos conocimientos podria resultar en

nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento del cancer.

3.3  Subtipos de linfocitos T CD4+

Durante la respuesta inmune anti-tumoral las células dendriticas, centinelas del
sistema inmune, son capaces de procesar antigenos tumorales, migrar hacia el érgano
linfoide mas cercano y presentar estos antigenos a linfocitos T CD4+ virgenes. Luego
del encuentro con el antigeno en los érganos linfoides secundarios, los linfocitos T CD4+
pueden convertirse en células T efectoras con distintos fenotipos funcionales. Dentro de
los linfocitos T CD4+ se definen distintos subtipos o linajes de linfocitos cooperadores o
helper que se caracterizan por el patron de citoquinas que producen. El compromiso

hacia un linaje particular es determinado por las citoquinas presentes en el
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microambiente durante la presentacidn antigénica. De esta forma el IFN-y y la IL-12
inducen a las células T CD4+ virgenes a diferenciarse hacia linaje tipo 1 (T helper1 6
Th1) activando la expresion del factor transcripcional maestro T-bet; la presencia de [L-
4 favorece la diferenciacion hacia el linaje tipo 2 (Th2) a través de a activacion del factor
transcripcional maestro GATA-3; mientras que la presencia de TGF-p e IL-6 induce la
diferenciacién hacia el linaje tipo 17 (Th17) mediante la expresion del factor
transcripcional maestro RORyt. Los linfocitos Treg corresponden a un cuarto linaje cuya
diferenciacion es inducida en presencia de TGF-B e IL-2 y cuyo factor transcripcional
maestro es Foxp3. La activacién de estos distintos programas geneticos genera
diferencias funcionales en cuanto al patrén de citogquinas que estas células secretan. Por
ejemplo, los linfocitos Th1 se caracterizan por la secrecion de IFN-y y son los principales
coordinadores de la respuesta citotoxica frente a patégenos intracelulares (bacterias,
virus) y tumores. Los linfocitos Th2 en cambio se caracterizan por la secrecién de IL-4,
IL-5 e IL-13 y organizan la respuesta contra patégenos extracelulares y la secrecion de
anticuerpos. Los linfocitos Th17 se caracterizan por la secrecion de IL-17, IL-21 e IL-22
y participan en defensa contra agentes infecciosos como bacterias, virus, hongos y
protozoos. Finalmente, los linfocitos Tregs son los principales represores de la respuesta
inmune y cuentan con un variado arsenal de mecanismos que les permiten mantener [a

tolerancia (Murphy y Reiner, 2002).

3.4  Subtipos de linfocitos T CD8+

Los linfocitos CD8+ estan clasicamente relacionados con |a respuesta citotoxica.
Los linfocitos Tc1 tambien conocidos como linfocitos T citotdxicos (CTL por Cytotoxic T

Lymphocyte) corresponden al linaje por defecto de las células CD8+ y se caracterizan
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por [a secrecién de IFN-y y por la capacidad de inducir apoptosis en células infectadas o
transformadas. Sin embargo evidencia reciente ha mostrado que existe heterogenicidad
dentro del linaje CD8+, y al igual que ocurre con los linfocitos T CD4+ helper, diferencias
en las sefiales presentes durante la activacion de estos linfocitos dan lugarala activacion
de programas transcripcionales alternativos. Asi es posible distinguir linfocitos Te1, Te2,
y CD8+ Tregs que comparten con sus pares CD4+ helper el programa genético y la firma

de citoquinas producidas (Shrikant y col., 2010).

En los Ultimos afios se ha descubierto un nuevo linaje dentro de los linfocitos
CD8+, denominados Tc17. Estos linfocitos T CD8+ se caracterizan por la produccion de
la citoquina pro-inflamatoria IL-17 y por la expresién del factor transcripcional maestro
RORyt (Huber y col., 2009). A diferencia de los linfocitos Tc1 citotdxicos, los linfocitos
Tc17 no muestran expresién de granzimas y perforina, y no poseen actividad citotoxica

contra células blanco cargadas de antigeno (Yen y col., 2011).

3.5 Linfocitos Th17 y el cancer

Los linfocitos Th17 han sido ampliamente relacionados con diversos fendmenos
de autoinmunidad (Komiyama y col., 2008), pero su principal funcién tiene lugar en [a
defensa contra agentes infecciosos como bacterias, virus, hongos y protozoos. Los
linfocitos Th17 se encuentran en pacientes sanos en las mucosas como en el intestino
o los pulmones, o incluso en [a piel, donde forman parte de la barrera inmune (O'Quinn
y col., 2008). Estas células han sido investigadas en el contexto tumoral, donde se ha
encontrado que se acumulan en tumores de pacientes con cancer de ovario, de prostata,
de pancreas, de rifion, de mama, de colon, melanoma, entre otros (Kryczek y col., 2009;

Sfanos y col., 2008; Su y col., 2010). Sin embargo, el rol que cumplen los linfocitos Th17
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en la inmunidad tumoral es aun controversial, existiendo evidencia contradictoria que

apoyaria tanto una funcién pro-tumoral como anti-tumoral.

En los estudios que sugieren que las células Th17 pueden promover la respuesta
inmune anti-tumoral, se ha demostrado que las células Th17 infiltradas al tumor son
capaces de producir citoquinas efectoras como IL-2 © IFN-y, las que han sido
relacionadas con la respueta inmune contra el tumor (Kryczek y col., 2009). Ademas, la
infiltracion de estas células al microambiente tumoral tiene una correlacion positiva con
otras células efectoras como linfocitos Th1, Tc1 y células NK, mientras que tiene una
correlacion negativa con la infiltracion de linfocitos Tregs (Curiel y col., 2004; Nufiez y
col., 2012; Martin-Orozco y col., 2009). También, en un modelo animal el grupo de
Restifo mostré que linfocitos Th17 generados in vitro inducen la eliminacion de tumores
en ratones en una forma dependiente de IFN-y, incluso mostrando ser mas efectivos que
las células Th1 (Muranski y col., 2008). Mas tarde, este mismo grupo ademéas demostro
que las células Th17 poseen caracteristicas troncales, tales como la multipotencialidad
en cuanto a la capacidad de dar origen a células productoras de IFN-y, y la
autorenovacién ya que son capaces de proliferar y mantenerse por tiempos mas largos
que células terminalmente diferenciadas como los linfocitos Th1 (Muranski y col., 2011).
Estos resultados sugieren que el rol anti-tumoral de los linfocitos Th17 radica en su
capacidad de movilizar, expandir y/o potenciar otras poblaciones efectoras,

principalmente mediante la produccién de IFN-y.

Sin embargo, otros estudios sugieren que las células Th17 cumplen un rol
inmunosupresor, reprimiendo la respuesta inmune y favoreciendo de esta manera el

inmunoescape tumoral. Se ha demostrado que linfocitos Th17 diferenciados en ausencia
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de IL-23 no son patogénicos en el modelo murino de la esclerosis multitiple (EAE por
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) e incluso producen la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 (McGeachy y col., 2007). Por otra parte, el grupo de Ghiringhelli ha
reportado que linfocitos Th17 pueden, mediante la expresion de las ectonucleotidasas
CD39 y CD73, producir adencsina extracelular, molécula inmunosupresora capaz de
inhibir 1a proliferacion y la funcion efectora de linfocitos T (Chalmin y col., 2012). La
expresion de CD39 y CD73 seria inducida por IL-6 y TGF-B, principales citoquinas que
promueven la diferenciacion hacia el linaje tipo 17 (Chalmin y col,, 2012). La expresion
conjunta de estas ectonuclectidasas, permitiria metaboiizar el ATP o ADP liberado por
las células dafiadas en el microambiente tumoral y fransformarlo en adenosina,
favoreciendo de esta manera la mantencion del microambiente tumoral inmunosupresor.
En ese trabajo se muestra ademas que la transferencia adoptiva de células Th17 a
ratones con tumores favorece el crecimiento del tumor, y que esta funcidn pro-tumoral

depende de la expresion de CD39 por parte de las células Th17 (Chalmin y col., 2012).

3.6 Linfocitos Tc17 y el cancer

Si bien los linfocitos Tc17 han sido menos estudiados que sus pares Th17,
estudios recientes aportan evidencia que involucra a estas células en el desarrolio de
enfermedades infecciosas, en fenémenos de autoinmunidad y también en el cancer. Los
linfocitos Tc17 secretan citoquinas inflamatorias clasicas del linaje tipo 17 (IL-17, IL-21,
IL-22, TNF-c) y han sido encontrados en condiciones de inflamacion crénica como
lesiones de pacientes con esclerosis multiple (Tzartos y col., 2008) y psoriasis (Res y
col., 2010). La acumulacién de células Tc17 ha sido observada en tumores humanos de
pacientes con cancer gastrico (Zhuang y col., 2012), de dtero (Zhang y col., 2014), de

cabeza y cuello (Tsai y col., 2012), de higado (Kuang y col., 2010), de colon (Wu y col.,
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2014) y también en diversos modelos de cancer incluyendo el modelo murino de
melanoma B16 (Kryczek y col., 2007). Sin embargo, la funcion que cumplen estas células

en la inmunidad tumoral es controversial.

Dos estudios aportan evidencia a la hipotesis que las células Tc17 cumplirian un
papel anti-tumoral en el desarrollo del cancer. En el primero, el grupo de Restifo mostrd
que células Tc17 antigeno-especificas generadas in vitro muestran actividad anti-
tumoral en ratones linfopénicos con melanoma establecido (Hinrichs y col., 2009). En
este estudio, la funcion anti-tumoral fue relacionada con la capacidad de las células Te17
de fransformarse a un fenotipo productor de IFN-y y a la capacidad de persistir por
tiempos largos en los ratones receptores. Un segundo estudio, realizado por el grupo de
Dutton mostré que células Te17 antigeno-especificas muestran actividad anti-tumoral en
el modelo de melanoma B16.0OVA, la cual depende de la capacidad de producir IL-17,
IFN-y y TNF-a, citoquinas que mediarian el reclutamiento de linfocitos T, macréfagos y
neutréfilos al microambiente tumoral favoreciendo la eliminacién del tumor (Garcia-

Hernandez y col., 2010).

No obstante, también existe evidencia que apoya la hipotesis que las células
Tc17, a través de la produccién de citoquinas inflamatorias, promueven el crecimiento
tumoral. Actualmente es aceptado que la inflamacién juega un rol crucial en el desarrollo
del cancer, contribuyendo a la proliferacion, sobrevida y metastasis de las células
tumorales (Grivennikov y col., 2010; Hanahan y Weinberg, 2011). La angiogénesis es
uno de los principales vinculos entre la inflamacién y el desarrollo tumoral, puesto que
favorece la entrega de nutrientes al tumor asi como también la metéstasis. Una de las
principales funciones pro-tumorales que se adjudican las células Tc17 tiene relacion con

la produccion de IL-17 y su actividad pro-angiogénica. Estudios realizados en ratones
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inmunodeficientes muestran que la aplicacién exégena de IL-17 promueve la secrecién
de VEGF y ofros factores pro-angiogénicos en celulas endoteliales y fibroblastos
promoviendo la vascularizacidn tumoral (Grivennikov y col., 2010; Numasaki y col., 2003,
2005). Consistentemente, se ha encontrado una correlacion positiva entre la densidad
vascular tumoral y la frecuencia de células Tc17 infiltradas en tumores (Zhang y col.,
2014). Por otra parte, un estudio en pacientes con cancer gastrico demostro que las
células Tc17 promueven el reclutamiento de MDSC al microambiente tumoral mediante
un mecanismo dependiente de la secrecién de IL-17 (Zhuang y col., 2012). Ademas se
ha demostrado que los linfocitos Tregs pueden promover la expansion y sobrevida de
linfocitos Tc17, y en acuerdo con esto, se encontré una correlacion positiva entre la
frecuencia de linfocitos Tregs y T¢17 infilirados en tumores de pacientes con cancer de
cabezay cuello (Tsai y col., 2012). Ademas se ha correlacionado la frecuencia de células
Tc17 infiltradas al tumor y parametros clinico-patoldgicos del cancer, existiendo
correlacién positiva con eventos de metastasis (Zhang y col.,, 2014) o la etapa de
desarrollo del cancer (Zhuang y col., 2012; Tsai y col, 2012), mientras que existe

correlacion negativa con el pronéstico de sobrevida del paciente (Zhuang y col., 2012).

Estos antecedentes demuestran que existe una controversia respecto del papel
que cumplen [as células Tc17 en la inmunidad tumoral. Se ha demostrado que las células
Tc17 corresponderian a un fenotipo més troncal que otras células efectoras (Muranski y
col., 2011), actuando en la respuesta anti-tumoral mediante la generacion de celulas
efectoras anti-tumorales productoras de IFN-y (Hinrichs y col., 2009; Garcia-Hernandez
y col., 2010). En acuerdo con lo anterior, nuestro laboratoric demostré que ratones
deficientes en el factor transcripcional maestro del linaje Tc17 (ratones Rorye™®) al ser

desafiados con tumores transplantables presentan un crecimiento tumoral exacerbado
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con respecto a ratones silvesires, apoyando la hipétesis que las células del linaje 17
(Th17 y Tc17) contribuirian en la respuesta inmune anti-tumoral (Nufiez y col., 2012). El
objetivo de este seminario de titulo es aportar nuevas evidencias que permitan dilucidar

el papel de las células Tc17 en el contexto de la inmunidad tumoral.
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4. Hipétesis

Los linfocitos T¢17 poseen capacidad antitumoral.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Estudiar la funcién de linfocitos Tc17 en el contexto tumoral.
5.2 Objetivos especificos
5.2.1 Caracterizar los linfocitos Te17 en ratones con tumor.

5.2.2 Analizar la expresion de moléculas pro- y anti-tumorales en los linfocitos Te17

generados in vitro.
5.2.3 Estudiar in vivo la funcién pro- o anti-tumoral de los linfocitos T¢17.

5.2.4 Estudiar la troncalidad de las células T¢17.
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6. Materiales y métodos

6.1 Materiales

6.1.1 Anticuerpos

Los anticuerpos (anti raton) contra CD3 FITC (clon 17A2), CD8a APCeFluor780
(clon 53-6.7), CD39 PE (clon 24DMS1), CD73 PE-Cy7 (clon TY/11.8), CD73 PerCP-
eFluo710 (clon TY/11.8), IL-17 eFluor660 (clon eBio17B7), IFN-y eFluor660 (clon
XMG1.2), IFN-y-FITC (clon XMG1.2), CD11c APC (clon N418), Va2 PE (clon B20.1),
CD16/32 (clon 93), CD25 PE (clon PC81.5), Perforina PE (clon eBioOMAK-D), CD107a
eFluoré60 (clon 1D4B), PD-1 FITC (clon J43), PD-L1 PE (clon MIHS5), CTLA4 PE (clon
UC10-4B9) y CD45.2 PE-Cy7 {clon 104) se obtuvieron en eBioscience; los anticuerpos
contra VB5 FITC (clon MR9-4) y Streptavidin FITC se obtuvieron en BD Pharmigen; y los
anticuerpos contra CD4 APC (clon GK1.5), 1Ab FITC (clon 25-08-17), B220 APC (clon
Ra3-6B2), VB5 APC (clon MRS-4), CD45.1 APC (clon A20), LAG3 Biotina (clon C9B7W),
IL-17 PE (clon TC11-18H10.1) y Granzima B Alexa Fluor647 (clon GB11) se obtuvieron
en BioLegend.

6.1.2 Ratones

Ratones C57BL/6 (WT), OT-l, OT-ll y B6.SJL-Plprc® Pep3°/BoyJ (B6.SJL)
(CD45.1), se obtuvieron en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA). Los ratones OT-
] cantienen una insercién genética que en linfocitos T CD8+ lleva a la expresién de un
TCR transgénico (cadenas Va2 y VB5) con especificidad contra un péptido de
ovoalblimina (OVAzs7-264), presentado en contexto MHC-1 H2-KP. De la misma forma los

linfocitos T CD4+ de ratones OT-Il expresan un TCR transgénico (cadenas Va2 y V35)
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con especificidad contra un péptido de ovoalblimina (OVAsxs-as), presentado en contexto
de MHC-II I-AP Todos los ratones se mantuvieron en el bioterio de la Fundacion Ciencia
y Vida en condiciones libres de patdgenos especificos. Para los experimentos se

utilizaron ratones entre 6 y 12 semanas de edad.

6.1.3 Lineas celulares y modelos tumorales

La linea tumoral de melanoma murino B16.F10 (B16) se obtuvo de ATCC. Las
células B16 que expresan la ovoalbimina, B16.0VA fueron donadas por el Dr. Randolph
Noelle (Dartmouth Medical School, USA). Para la obtencién de tumores intradérmicos,
1,5 x 108 (B16) 6 0,4 x 10° (B16.0VA) células se inyectaron por via intradérmica (i.d.)
en el flanco derecho del dorso de ratones de 6-1(? semanas de edad. La evolucién del
tamafo de los tumores se evalué cada dos o tres dias mediante dos mediciones
perpendiculares del tumor realizadas con un pie de mefro. Ratones con tumores de 300

mm? o mas se sacrificaron por razones bioeticas.
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6.2 Métodos

6.2.1 Aislamiento de células de bazo, linfonodos y tumor

Para la obtencion de células de bazo, se extrajo el bazo del ratén y se recibid en
una placa de Petri con 10 mL de RPMI + 10% SFB y se perfundié para obtener una
suspension celular. Esta suspension se centrifugd a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y
el pellet de células se resuspendit en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos (RBC Lisis
Buffer, eBioscience) y se incubd durante 5 minutos en hielo. Las células se lavaron con

RPMI + 10% SFB y se resuspendieron en 10 mL del mismo medio

Para la obtencién de células desde los linfonodos periféricos (PLN por Peripheral
Lymph Node) o linfonodos drenantes del tumor (TdLN por Tumor draining Lymph Node),
éstos se extrajeron y se disgregaron mecanicamente con una tijera. La suspension
celular se filtré por una maila metalica de 90 pm, llevando a un volumen de 5 mL con

RPMI + 10% SFB.

Tumores entre 50 y 150 mm? se extrajeron y disgregaron mecanicamente con
una tijera en HBSS + 5% SFB. Luego, la suspensién celular y restos de tejido se llevaron
a 5 mL con HBSS + 5% SFB y se realizé una digestion enzimatica con 1 mg/mL de
Colagenasa D (Roche) y 50 pug/mL de DNAsa | (Roche) a 37°C con agitacion suave
durante 30 minutos. Al terminar la digestién, el tejido se filtr6 a través de una maila de
70 um (cell strainer, BD), se centrifugd a 500 x g durante 5 minutos a 4°C y las células
se resuspendieron en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos y se incubaron por 5
minutos en hielo. Tras el tratamiento, las células se lavaron y luego resuspendieron en

3 mL de Percoll 40%. Con una pipeta Pasteur, se agregé el mismo volumen de Percoll
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70% bajo la suspensién celular, y se centrifugd a 750 x g durante 20 minutos a 25°C.
Luego, se recuperaran las células mononucleares contenidas en el anillo que se produce
entre las dos fases y se traspasaron a otro tubo. Las células se lavaron con HBSS + 5%
SFB de manera de eliminar el Percoll remanente. Finalmente, las células se

resuspendieron en 3 mL de RPMI + 10% SFB.

Para determinar el nimero de células obtenido, se tomd una alicuota de la
suspension celular y se contaron las células en una camara de Neubauer con tincion de

azul de tripan.

6.2.2 Generacién de células Tc1y Tc17 in vitro

Para obtener células Tc1y Tc17 especificas contra OVA, se aislaron linfocitos T
virgenes a partir de bazo de ratones OT-l y se activaron, en diferentes condiciones
polarizantes, en presencia de células dendriticas obtenidas a partir de bazo de ratones

C57BL/6.

Los linfocitos T CD8+ se aislaron a partir del bazo de un raton OT-l. Para esto,
se perfundié el bazo de un ratén OT-l y se lisaron los glébulos rojos (ver seccion 6.2.1).
Para purificar los linfocitos CD8+, las células obtenidas desde el bazo se incubaron con
perlas magnéticas acopladas a anticuerpos a-CD8a (CD8a (Ly2) MicroBeads mouse,
Miltenyi Biotec) (75 L de perlas por cada 100 millones de células) en Verseno + 0,5%
SFB, durante 20 minutos a 4°C con agitacion rotatoria suave. Luego de la incubacion,
las células se lavaron y resuspendieron en 1 mL de Verseno + 0,5% SFB. Los linfocitos
T CD8 se purificaron mediante separacién inmunomagnética (columnas LS, Miltenyi
Biotec). La pureza de la preparacidon se verificO mediante citometria de flujo,

obteniéndose siempre al menos un 80% de células CD8+.
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Para obtener células dendriticas (DCs), se exirajo el bazo de un ratéon C57BL/6,
y se recibié en 5 mL de PBS + 10% SFB. Se disgregé con una tijera, y se realizd una
digestién enzimatica con 1 mg/mL de Colagenasa D (Roche) y 50 pg/mL de DNAsa |
(Roche) a 37°C con agitacion rotatoria leve durante 45 minutos. Al finalizar la incubacion,
la muestra se filtré con un cell strainer de 70 um, se centrifugé a 600 x g durante 7
minutos a 4°C y se lisaron los glébulos rojos (ver seccion 6.2.1). Para purificar las DCs,
las células obtenidas desde el bazo se incubaron con perlas magnéticas acopladas a
anticuerpos o-CD11¢ (CD11c MicroBeads mouse, Miltenyi Biotec) (40uL de perlas por
cada 100 millones de células) en Verseno + 0,5% SFB, durante 20 minutos a 4°C con
agitacion rotatoria suave. Luego de la incubacion, las células se lavaron y
resuspendieron en 1 mL de Verseno + 0,5% SFB. Las células dendriticas CD11c+ se
purificaron mediante separacién inmunomagnética (Columnas LS, Miltenyi Biotec). La
pureza de la preparacién se verifico mediante citometria de flujo, obteniéndose siempre

al menos un 80% de células CD11c+.

Una vez obtenidas las DCs y los linfocitos T CD8+, las células se co-cultivaron a
una proporcién 1:5 (2 x 10* DCs y 1 x 10° linfocitos T CD8+ por pozo), en placas de 96
pocillos de fondo redondo, en presencia del anticuerpo activador o-CD3e (clon 143-
2C11, eBioscience) a una concentracion final de 1 pg/mL en medio IMDM suplementado
con 10% de SFB, 0,25ug/mL de Fungizona y 0,05 pM de B-mercaptoetanol. Para
polarizar los linfocitos T CD8+ hacia un fenotipo Tc17, el medio se suplementé con 2
ng/mb de rh-TGF-p1 (eBioscience), 20 ng/mL de rm-IL-6 (R&D System) y 5 pg/ml. del
anticuerpo blogueador o-IFN-y (clon XMG1.2, BioLegend). Para polarizar los linfocitos T
CD8+ hacia un fenotipo Tc1, el medio se suplementé con 10 ng/mL de rm-IL-12 (R&D

Systems) y 10 ng/mL de IL-2 (eBioscience). El co-cultivo se incubé durante 4 dias a 37°C
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y 5% COz, luego de lo cual se recuperaron las células y se analizé su fenotipo mediante

citometria de flujo.

6.2.3 Evaluacién de moléculas de superficie por citometria de flujo

La caracterizacién fenotipica de las distintas poblaciones celulares se realizé por
citometria de flujo multiparamétrica (FACSCanto Il, BD Biosciences). Para la deteccién
de moléculas de superficie mediante citometria de flujo, entre 0,1y 1,0 x 10° células se
incubaron con un anticuerpo contra CD16/CD32 (Fc Block) en PBS + 2% SFB durante
20 minutos a 4°C y oscuridad para bloquear los receptores Fc. Luego, se lavaron las
células con PBS + 2% SFB y centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C.
Posteriormente, las células incubaron con los respectivos anticuerpos fluorescentes y
con Fixable Viability Dye eFluor780 (eBioscience) para descartar las células muertas, en
PBS + 2% SFB durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células se
lavaron con PBS + 2% SFB, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se
resuspendieron en 200 uL de PBS + 2% SFB para ser analizadas en el citometro. Los

datos de citometria se analizaron con el programa FlowJo (Tree Star, Inc.)

6.2.4 Evaluacién de células productoras de citoquinas por citometria de flujo

Para analizar la expresién intracelular de citoquinas por parte de linfocitos T se
realizo una activacion policlonal in vitro. Células de bazo, de PLN, de tumor o linfocitos
Tc1 o Te17 generados in vitro se incubaron a 2 x 10° células/mL en RPMI 10% SFB, en
presencia de PMA 0,25 uM (Sigma), ionomicina 1 pg/mL (Sigma) y 1pl/mlL de Brefeldina
A (GolgiPlug, BD Biosciences), durante 4 horas a 37°C y 5% COz Luego de [a
incubacion, las células se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se

resuspendieron en PBS + 2% SFB. Las células se marcaron en superficie (ver seccion
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6.2.3) y posteriormente se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C. Para marcaje
intracelular de citoquinas (IL-17A y IFN-y), las células se fijaron y permeabilizaron,
resuspendiéndolas en 200 pL de Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) e incubandolas
durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Al cabo de la incubacion, las células se lavaron
con 700 uL de Permwash (BD Biosciences) y se centrifugaron a 700 x g durante 8
minutos a 4°C. Luego, las células se incubaron con los respectivos anticuerpos
fluorescentes (a-IL-17A, a-IFN-y) diluidos en 100 pL de Permwash durante 30 minutos a
4°C en oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con 700 plL de Permwash, se
centrifugaron a 700 x g por 8 minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 uL de PBS +
2% SFB para ser analizadas en el citémetro. Los datos de citometria se analizaron con

el programa FlowJo (Tree Star, Inc.)

6.2.5 Evaluacién de marcadores funcionales de citotoxicidad por citometria de

flujo

Para analizar la expresién intracelular de Granzima B en linfocitos T de PLN o
TdLN, las células T se activaron en forma policlonal in vitro. Para esto, se incubaron
células de PLN o TdLN (ver seccién 6.2.1) en placas de 96 pocillos de fondo redondo a
0,2 x 10° células por pozo en 200 uL de IMDM + 10% SFB suplementado con los
anticuerpos activadores a-CD3e (clon 145-2C11, eBioscience) y a-CD28 (clon 37.51,
Biolegend) ambos a una concentracién final de 1 pg/mL. Las células se incubaron 18
horas a 37°C y 5% CO, y posteriormente se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a
4°C y se resuspendieron en PBS + 2% SFB. Los linfocitos T de PLN o TdLN activados,
se marcaron en superficie (ver seccidn 6.2.3). Luego del marcaje de superficie, las

células se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C y se fijaron y permeabilizaron
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resuspendiéndolas en 300 uL de Foxp3 Fixation/Permeabilization Buffer (eBiocience) e
incubandolas durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Al cabo de la incubacién, las
células se lavaron con 700 plL de Permeabilization Buffer (BD Biosciences) y se
centrifugaron a 700 x g durante 8 minutos a 4°C. Luego, las céiulas se incubaron con el
anticuerpo fluorescente a-gzmB diluido en 100 pl. de Permeabilization Buffer durante 30
minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con 700 pl de
Permeabilization Buffer, se centrifugaron a 700 x g por 8 minutos a 4°C y se

resuspendieron en 200 pL de PBS + 2% SFB para ser analizadas en el citometro.

Para analizar la expresion en superficie de CD107a y la expresion intracelular de
granzima B y Perforina en linfocitos Tc1 o Tc17 generados in vitro las células no se
reactivaron. Las células se marcaron en superficie (seccién 6.2.3) incluyendo el
anticuerpo fluorescente a-CD107a. Luego del marcaje de superficie, las celulas se fijaron
y permeabilizaron con Foxp3 Fixation/Permeabilization Buffer (eBiocience) (ver SEeccion
6.2.5). Luego, las células se incubaron con los anticuerpos fluorescentes a-gzmB y a-
Perforina diluidos en 100 plL de Permeabilization Buffer durante 30 minutos a 4°C en
oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con 700 pL de Permeabilization Buffer, se
centrifugaron a 700 x g por 8 minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 pl de PBS +
2% SFB para ser analizadas en el citometro. Los datos de citometria se analizaron con

el programa FlowJo (Tree Star, Inc.)

6.2.6 Cuantificacidén de la produccion de citoquinas

Linfocitos Tc1 o Te17 generados in vifro se activaron a 1 x 10° células/mL en
RPMI 10% SFB en presencia de PMA 0,25 pM (Sigma) y lonomicina 1 pg/mL (Sigma)

por 4 horas a 37°C y 5% COz. Luego de la activacién se centrifugaron las células a 600
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x g durante 7 minutos a 4°C, se recupero el sobrenadante y se guardo a -80°C para
posteriormente cuantificar las citoquinas producidas. Las citoquinas IL-2, IL-17, IFN-y,
TNF-q, IL-4, IL-6 e IL-10 se cuantificaron mediante CBA (Cytometric Bead Array) (kit
Th1/Th2/Th17, eBioscience). La cuantificacién de GM-CSF se realizé mediante un

ELISA de captura (kit BD OptEIA, BD Biosciences).
6.2.7 Cell Sorting

En algunos casos se aislaron células Tc17 generadas in vitro mediante cell
sorting en base a la expresion de IL-17 en superficie. Esto es posible debido a que la IL-
17 forma heterodimeros con la IL-17F, la cual tiene dominios transmembrana, lo que
permite la expresion transitoria de IL-17 en la superficie (Brucklacher-Waldert y col.,
2009). Brevemente, células Tc17 generadas in vifro se estimularon a 2 x 108 células/mL
con PMA 0,12 M (Sigma) y lonomicina 0,5 pg/mL (Sigma) por 4 horas a 37°C y 5% COo.
Luego se realizé un marcaje en superficie con all-17A PE y aCD8a APCeFluor780 y
posteriormente se aislaron las células CD8a+IL17A+ utilizando un cell sorter (FACSAria

I, BD Biosciences).

6.2.8 Ensayo de citotoxicidad in vitro

Para evaluar la capacidad citotoxica de células efectoras se realizé un ensayo de
citotoxicidad in vitro. Para esto, 2 x 10% células B16-F10 (células blanco) resuspendidas
en 200 pL de RPMI + 10% SFB suplementado con B-mercaptoetanol (0,05 pM) se
sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano. Luege de 24 horas se aspir6 el medio
y se agregd medio fresco suplementado con péptido OVA2s7-264 (30nM) y se incubaron

por 2 horas a 37°C y 5% CO;, luego de lo cual se aspiré el medio y se agregaron distintas
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concentraciones de células efectoras Te1 o Tc17 en 200 pL de medio fresco. Luego de
4 horas de incubacién a 37°C y 5% CO; se recuperaron las células en suspension y se
recuperaron las células adherentes incubando con tripsina por 10 minutos a 37°C. Las
células recuperadas se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C y se resuspendieron
en 100 L PBS + 2% SFB. Para discriminar entre células efectoras (CD45.2+) y células
blanco (CD45.2-) se realizé un marcaje en superficie (ver seccién 6.2.3) con el anticuerpo
fluorescente aCD45.2. Luego del marcaje las células se centrifugaron a 600 x g por 7
minutos a 4°C y resuspendieron en 100 pL de Binding Buffer (10 mM HEPES, 140 mivl
NaCl, 2,5 mM CaCl, pH = 7,4) que contenia 1 uL de Anexina V-FITC (BD Biosciences)
y 2pL de yoduro de propidio (50pg/mL) (Sigma). Las células se incubaron por 20 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad. Luego de la incubacién se agregaron 300 pL de
Binding Buffer y se analizé la muerte celular por citometria de fiujo. Para el calculo del

porcentaje de lisis especifica se utilizo la formula:

100 x(%lisis muestra—%]lisis basal)
100—%lisis basal

% lisis especifica =

Dénde:%lisis muestra = lisis en presencia de una proporcion de células efectoras (Tc)

%lisis basal = |isis eh ausencia de células efectoras

6.2.9 Ensayo de inmunosupresion in vitro

Los linfocitos T CD4+ se aislaron desde el bazo de ratones OT-ll mediante
separacién inmunomagnetica utilizando perlas «-CD4 (CD4 (L3T4) MicroBeads mouss,
Myltenyi biotec) (ver seccion 6.2.2). Los linfocitos T CD4+ purificados se centrifugaron a

600 x g por 7 minutes a 4°C y luego se resuspendieron a 1 x 107 células/mL en PBS

suplementado con 1 pL/mL de Cell Trace Violet (Life Technologies). Las celulas se




incubaron 20 minutos a 37°C en oscuridad y luego se agregaron 5 volimenes de RPMI
+ 10% SFB. Luego de 5 minutos las células se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a
4°C y se resuspendieron en IMDM + 10% SFB, 0,25pg/mlL de Fungizona y 0,05 uM de
B-mercaptoetano! a la concentracion deseada. Los linfocitos T CD4+ marcados se
cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo redondo a 5 x 104 células por pozo en 200
uL v se activaron con péptido OVAazs.s3e (2pM) en presencia de 2 x 10* DCs (ver seccion
6.2.2). Ademas, se agregaron linfocitos Tc1 o Tc17 generados in vitro (ver seccion 6.2.2)
en distintas proporciones respecto de los linfocitos T CD4+. Algunos ensayos se
realizaron en presencia de AMP 100 pM (Sigma), sustrato de CD73, o en presencia de
APCP 500 pM (Sigma) un inhibidor especifico de CD73. Ofros ensayos se realizaron en
placas Transwell (didmetro del poro de 0,4 pm, Corning Life Sciences) cultivando a los
linfocitos CD4+ y las DCs en el compartimento inferior, y las células Tc1 o Tc17 en el
compartimento superior. Los co-cultivos se ingubaron a 37°C y 5% CO- por 96 horas,
luego de lo cual se recuperaron las células y se analizé la dilucién de Cell Trace Violet

por citometria de flujo.

6.2.10 Transferencia adoptiva de células Tc1 y Tel7

Al dia 10 posterior a la inyeccién i.d. de células tumorales (B186.0VA) (ver seccion
8.1.3), 1 x 10° células Tc17 o Tc1 generadas in vifro a partir de ratones OT-l (ver seccion
6.2.2) se inyectaron en el ratén por via intravenosa (i.v.) en la vena lateral de la cola. El
crecimiento del tumor se evalud haciendo dos mediciones perpendiculares al tumor
utilizando un pie de metro. Cuando el protocolo experimental lo requirio, [os ratones se

sacrificaron para analizar las células transferidas mediante citometria de flujo.
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6.2.11 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico entre dos grupos de datos se utilizd la prueba de
Mann-Whitney de dos colas. Para el andlisis estadistico de las curvas de crecimiento
tumoral entre distintos tratamientos se utilizdé una prueba de ANOVA de 2 vias y post
prueba de Bonferroni. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Se considera la

significancia estadistica con un valor de p < 0,05. (* p < 0,05, ** p < 0,01, ** p <0,001)
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7. Resultados

7.1 Las células Tc17 enddgenas no poseen marcadores de citotoxicidad y

expresan altos niveles de la ectonucleotidasa CD73

La frecuencia y fenotipo de las céluias CD8+ enddgenas productoras de IL-17
(Tc17) fue analizado mediante citometria de flujo en bazo y linfonodos periféricos (PLN
por Peripheral Lymph Node) de ratones C57BL/6 sanos (sin tumor). Como se observa
en la figura 1, el porcentaje de células Tc17 en bazo de ratones sin tumor corresponde
a un 0,07 £ 0,01 % de las células CD8+, mientras que en el PLN es diez veces superior

(0,75 + 0,08 % de las células CD8+).

En pacientes humanos y modelos animales de cancer se ha demostrado una
expansion de células Tc17 en el tumor (Zhuang y col., 2012; Kryczek y col., 2007), por
lo cual se uiilizd el modelo de melanoma murino (B16) para estudiar la frecuencia y
fenotipo de las células Tc17 en el tumor y en los érganos linfoides asociados. Como se
observa en la figura 1A, el porcentaje de células Tc17 en el bazo (0,29  0,04%) y en €l
6rgano linfoide asociado al tumor (TdLN por Tumor draining Lymph Node) (2,11 + 0,42
%) de ratones con tumor es 3 veces mayor en comparacion a ratones sin tumor. Por otra

parte, en el tumor se observé un 0,12 + 0,03 % de células Tc17 (figura 1A,1B).

Para entender la funcién que cumplen las células Tci17 en la inmunidad
antitumoral, estudiamos las propiedades citotoxicas de las células Tc17 y las
comparamos a las células Tc1, que son los linfocitos T CD8+ citotdxicos clasicos. Para
esto, células Tc1 (CD8+IFN-y+) y células Tc17 (CD8+IL17-A+) de organos linfoides de
ratones sanos o con tumor se activaron in vitro con @-CD3 mas a-CD28 y se analizé la

expresién del marcador clasico de citotoxicidad Granzima B (gzmB). Como se observa
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en la figura 2, las células Tc17 endégenas tanto de ratones sanos como de ratones con
tumor no expresan gzmB, a diferencia de las células Tc1. Este resultado apoya la
hipotesis que las células Tc17 corresponden a un linaje independiente de las Tc1 y que

poseen una funcion distinta a la citotoxicidad.
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Figura 1. Presencia de células Tc17 endogenas en ratones sanos y con tumor.
(A) Porcentaje de células Tc17 (CD8+IL-17A+) en bazo, PLN, TdLN o tumor de ratones
C57BL/6 sanos o con tumor (B16). (B) Cuantificaciéon de los resultados en A (n = 7).
Las barras indican la media + SEM. ** p<0,01 test de Mann-Whitney.
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Figura 2. Las células Tc17 endégenas no expresan granzima B. (A) Histogramas
de la expresion de granzima B en células Tc1 (CD8+IFN-y+) (rojo) y Tc17 (CD8+IL-
17A+) (azul) de PLN o TdLN luego de 18 hrs. de activacién in vitro con a-CD3 y a-
CD28. El histograma gris corresponde al control negativo FMO (fluorescence minus
one). (B) Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI por Mean
Fluorescence Intensity) para granzima B (n = 4). Las barras indican la media + SEM.

* p<0,05 test de Mann-Whitney

Antecedentes de la literatura demuestran que los linfocitos Th17 reguladores
expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Chalmin y col., 2012). Puesto que las
células Tc17 no expresan el marcador citotoxico gzmB (Figura 2), estudiamos la
expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en la superficie de estas celulas. En

la figura 3 se observa que células Tc17 tienen mayor expresion de ambas

ectonucleotidasas en comparacion a las células Tc1.
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Figura 3. Las células Tc17 endégenas expresan las ectonucleotidasas CD39 y
CD73. (A) Histogramas de la expresion de CD39 y CD73 en células Tc1 (CD8+IFN-
y+) (rojo) y Tc17 (CD8+IL-17A+) (azul) de PLN o TdLN. El histograma gris corresponde
al control negativo FMO (fluorescence minus one). (B) Cuantificacion (n = 4) de la
intensidad media de fluorescencia para CD39 y CD73. Las barras indican la media *
SEM. * p<0,05 test de Mann-Whitney.
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7.2 Células Tc17 generadas in vitro no son citotéxicas y expresan altos

niveles de CD73

Para elucidar el rol funcional de las células Tc17, se generaron células Tc1y Tc17
in vitro y analizamos en estas células la expresién de marcadores de citotoxicidad,
marcadores inhibitorios de la respuesta inmune y la produccién de citoquinas. Para la
generacién de células in vitro, linfocitos T CD8+ obtenidos desde bazo de ratones
C57BL/6 se activaron in vitro con a-CD3 y DCs, en presencia de TGF-f, IL-6 y a-IFN-y
para la generacion de Tc17, y de IL-2 e IL-12 para la generacion de Tc1. Luego de 4
dias de polarizacion se analizé el fenotipo de las células Tc1y Tc17 diferenciadas. Para
analizar la produccién de citoquinas las células se activaron con PMA y lonomicina
durante 4 horas en presencia de GolgiPlug (Brefeldina). Luego de esto, se analizaron las
citoquinas intracelulares por citometria de flujo (Figura 4A). Bajo la condicion de

polarizacién a Tc17 se logré generar un 70,8 + 3,3 % de células productoras de IL-17A
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Figura 4. Generacion de células Tc1 y Tc17 in vitro. Se aislaron celulas CD8+
totales de bazo y se co-cultivaron con DCs y a-CD3 (1pg/mL) en presencia de |L-6,
TFGP y a-IFN-y para generar células Tc17, o IL-2 e IL-12 para generar células Tc1.
(ver seccién 6.2.2 en materiales y métodos) (A) Analisis por citometria de flujo de
citoquinas intracelulares en células Tc1y Tc17 generadas in vitro luego de 4 hrs de
activacion in vitro con PMA y lonomicina en presencia de GolgiPlug (Brefeldina). (B)
Cuantificaciéon del porcentaje de células IFN-y+ o IL-17A+ en los cultivos de generacién
de Tc1y Te17. Las barras indican la media £ SEM. ** p<0,01 test de Mann-Whitney.
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y un 21,9 £ 2,2 % de células productoras de IFN-y (figura 4A,B). Por otra parte bajo la
condicién de polarizacidn a Tc1 se logrd generar un 83,7 £ 3,1% de células productoras

de IFN-y que no producen IL-17A (figura 4A,B).

Para caracterizar las células Tc17 generadas in vitro, se analizd el patrén de
citoguinas (IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-g, IL-B, IL-4, IL-2, GM-CSF) secretado por estas
células (figura 5). Para esto se estimulé el mismo ntimero de células Tc1 o Te17 con
PMA y lonomicina por 4hrs y se cuantificaron las citoquinas en el sobrenadante mediante
citometria de flujo (CBA) o ELISA. En concordancia con los datos de citometria (figura
4), se observé que las células Tc1 mostraron mayor produccion de IFN-y que las células
Tc17, mientras que solo las células Te17 produjeron iL-17A (figura 5). Notablemente, las
células Tc17 también produjeron mayores niveles de TNF-«, IL-2 y GM-CSF (figura 5)

que las células Tc1, y menores niveles de la citoquina anti-inflamatoria 1L-10 (figura 5).
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Figura 5. Produccién de citoquinas por células Tc1 y Te17 generadas in vitro.
Células Tc1 o Te17 generadas in vitro (ver seccién 6.2.2 en materiales y métodos) se
re-activaron a 1 x 10° células/mL con PMA y lonomicina por 4 horas. En los
sobrenadantes colectados se cuantificd la presencia de IL-10, 1L-17A, TNF-a, IFN-y,
IL-8, L4, IL-2 (CBA) y GM-CSF (ELISA) (n=3-4). Las barras indican la media £ SEM.
ns: no significativo; nd: no detectado; * p<0,05; test Mann-Whitney.
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Ademas se analizd la expresion de marcadores clasicos del linaje citotoxico
(granzima B, perforina, CD107a) y de marcadores relacionados a la inhibicién de [a
respuesta inmune (CD39, CD73, PD-1, PD-L1, CTLA4, LAG3) (figura 6). Al evaluar la
expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en la superficie de las células Tcl y
Tc17 generadas in vitro se encontrd que las células T¢17 generadas in vitro no expresan
CD39, mientras que las células Tc1 expresan fuertemente esta enzima (figura 6A,B). Por
otra parte, las células Tc17 poseen una mayor expresion de CD73 que las células Tct
(figura 6A,B), similar a lo que ocurre con las poblaciones enddgenas (figura 3). Si bien
no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la expresion de otras moléculas
inhibitorias como PD-1, PD-L1, CTLA-4 y LAG3 entre las células Tc1 y Tc17 generadas
in vitro, las células Tc1 muestran en general una mayor expresién de estas moleculas

{figura 6A,B).

Interesantemente, las células Tc17 generadas in vitro no expresan granzima B
intracelular mientras que todas las células Tc1 expresan este marcador (figura 6A,B),
resultado que concuerda con lo observado en las células Tc17 enddgenas (figura 2). Por
otra parte, la expresidn de perforina y CD107a (marcador de degranulacion) fue menor
en células Tc17 que en células Tc1 (figura 6A,B). Estos resultados sugieren que las
células Tc17 generadas in vitro, al igual que las células Tc17 enddgenas, no poseen

capacidad citotoxica.

Para evaluar directamente la capacidad citotoxica de las células Tc17, se
generaron células Tc1 y Tc17 desde un ratén OT-l, cuyos linfocitos T CD8+ expresan un
receptor de células T (TCR) transgénico que reconoce el péptido OVAzszzs4 €n un

contexto H2-KP. Células blanco B16 (>95% viabilidad) se cargaron con el peptido
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Figura 6. Caracterizacién de células Tc1y Tc17 generadas in vitro. Se generaron
células Te1y Te17 in vitro (ver seccién 6.2.2 en materiales y métodos) y se analizo su
fenotipo por citometria de flujo. (A) Histogramas de la expresion de marcadores de
células T citotéxicas (granzima B, perforina y CD107a) y de marcadores inhibitorios
(CD39, CD73, PD-1, PD-L1, CTLA4, LAG3) en células Tc1 (rojo) o Tc17 (azul)
generadas in vitro. El histograma gris corresponde al control negativo FMO
(fluorescence minus one). CD107a y perforina (n=1) (B) Cuantificacion de la expresion
de granzima B (GzmB), CD39, CD73, PD-1, PD-L1, CTLA4 y LAG3 en células Tc1y
Tc17 generadas in vitro (n=3-6). Las barras indican la media + SEM del porcentaje de
células positivas. ns: no significativo; ** p<0,001 test Mann-Whitney.

OVAzs7.284 ¥ € incubaron por 4 horas con distintas proporciones de células Tc17 o Tc1
generadas in vitro. Luego de la incubacién se analizé la muerte celular en la poblacion
blanco por citometria de flujo mediante un marcaje doble con yoduro de propidio (Pl por
propidium iodide) y anexina V (anV). Este marcaje permite distinguir células vivas
(anV- PI-), células apoptoticas (anV+ Pl-) y células muertas (anV+ Pl+). Como se

observa en la figura 7A, las células B16 solas mantienen un alto porcentaje de viabilidad
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durante el ensayo (87% vivas, 7% apoptéticas, 6% muertas) (figura 7A). En presencia
de células Tc1 en una proporcién 10:1 (Tc1:B16) se observa la induccion de apoptosis
en las células blanco (23% vivas, 61% apoptoticas, 14% muertas) (figura 7A). En
contraste, en presencia de células Tc17 en una proporcién 10:1 (Tc17:B16) se observa
una menor induccion de apoptosis (70% vivas, 20% apoptdticas, 8% muertas) (figura
7A). Sin embargo, el efecto citotoxico sélo fue dependiente del numero de células
efectoras en el caso de las Tc1 (figura 7B). Este resultado sugiere que la a diferencia de
las células Tc1, las células Tc17 no poseen capacidad citotoxica frente a celulas

tumorales cargadas con antigeno.
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Figura 7. Las células Tc17 generadas in vitro no son citotéxicas. Células blanco
(B16) cargadas con péptido OVAzsz.2s4 S€ incubaron con células Tc1 o Tc17 OVA-
especificas (OT-l) y luego de 4 horas se evalué la apoptosis en las células B16 por
citometria de flujo (ver seccion 6.2.8 en materiales y métodos). (A) Graficos de citometria
de flujo en la poblacién B16 (CD45-) que muestran el marcaje de anexina V (anV) yoduro
de propidio (Pl). A la izquierda: células B16 incubadas solas; al centro: células B16
incubadas con Tc1 en proporcion 10:1 (Tc1:B186); a la derecha: células B16 incubadas
con Tc17 en proporcion 10:1 (Tc17:B16). (B) El grafico muestra el porcentaje de lisis
especifica en funcion de la proporcion de células efectoras (Tc1 6 Tc17) : células blanco
(B16). n=1.
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Ei conjunto de estos resultados indican que las células Tc17 generadas in vitro
son distintas a las células Tc1 puesto que: (i) no son citotéxicas; (i) secretan un patron
de citoquinas distinto a las Tc1, que incluye a las citoquinas infamatorias IL-17A, [L-2,

TNF-a y GM-CSF; (iii) expresan altos niveles de la ectonucleotidasa CD73.

7.3  Las células Tc17 generadas in vitro no tienen capacidad inmunosupresora

La alta expresion de la ectonucleotidasa CD73 sugiere un rol inmunosupresor por
parte de las células Tc17. Para dilucidar esta hipétesis se realizé un ensayo de supresion
in vitro en el cual se evalué la proliferacion de linfocitos T CD4+ en presencia o ausencia
de células Tc17. Para el ensayo se utilizaron linfocitos T CD4+ de un ratén OT-Il, cuyos
linfocitos T CD4+ presentan un TCR transgénico que reconoce el péptido OVAazs.sss€n
el contexto I-AP. Los linfocitos T CD4+ se activaron utilizando DCs cargadas con el
péptido OVAsza.330. Las células Tc17 utilizadas para el ensayo se generaron in vifro y
posteriormente se aislaron mediante celf sorting en base a la expresién de IL-17A en
superficie (Brucklacher-Waldert y col., 2009). La proliferacion de [os linfocitos T CD4+ se
evaluo por citometria de flujo midiendo la dilucién del fluorocromo Cell Trace Violet. Para
esto, los linfocitos T CD4+ se marcaron con Cell Trace Violet previo a la activacion in
vitro. Las propiedades de este fluorocromo permiten que luego de cada divisién celular,
la fluorescencia de cada célula hija corresponda a la mitad de la fluorescencia de la
célula madre, esto permite la formacion de picos de fluorescencia que dan cuenta de
cada ciclo de division celular. El resultado mostrado en la figura 8A indica que en
presencia de células Tc17 existe un retardo en la proliferacion de los linfocitos T CD4+
en comparacién al control sin Tc17. Notablemente, este retraso no ocurre en presencia

de células Tc1.
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Para dilucidar si el retardo en la proliferacion observado en los ensayos de
supresion in vitro es mediado por factores solubles se utilizo un sistema Transwell que
no permite el contacto célula-célula (didmetro del poro = 0,4 pm) pero si el paso de
moléculas solubles. Las células T CD4+ se activaron en el compartimento inferior
mientras que las células Tc17 se cultivaron en el compartimento superior. En estos
experimentos no observamos disminucion en la proliferacion de los linfocitos T CD4+ en
presencia de células Tc17 (figura 8B), sugiriendo que el retraso en la proliferacion

observado previamente requiere de contacto célula-célula.
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Figura 8. Las células Tc17 generadas in vitro retrasan la proliferacion de
linfocitos T CD4+ en forma contacto-dependiente. (A,B) Ensayo de supresion de
la proliferacién de linfocitos T CD4+ marcados con Violet Cell Trace activados por 96
hrs con células dendriticas y OVAaszs-33s, €n presencia de linfocitos Tc17 (azul) o Tel
(rojo) en distintas proporciones. Como control se activaron linfocitos T CD4+ en
ausencia de células Tc (gris). (B) Ensayo de supresion en sistema Transwell. El
esquema muestra la distribucion de las células CD4+ y Tc1 o Tc17 presentes en el
ensayo.
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Para determinar si el retraso en la proliferacion de los linfocitos T CD4 depende
de la expresion de CD73 por parte de las células Tc17 se realizaron los ensayos en
presencia de APCP, un inhibidor especifico de CD73. En la figura 9A se muestra que la
inhibicién de CD73 no disminuye el retraso en la proliferacion de los linfocitos T CD4+.
Ademas, la adicion de AMP, sustrato de CD73, tampoco incrementa el efecto supresor

(figura 9B). Estos resultados sugieren que la expresion de CD73 en las células Tc17 no

les confiere capacidad inmunosupresora.
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Figura 9. La expresién de CD73 no les confiere capacidad inmunosupresora a las
células Tc17. Ensayo de supresion de la proliferacion de linfocitos T CD4+ (ver seccion
6.2.9 en materiales y métodos) en presencia de células Tc1 (rojo) 6 Tc17 (azul) en
proporcién 1:1 (Tc:CD4+). (A) Ensayo de supresion en presencia (+) o ausencia (-) de
APCP (500 uM), un inhibidor de CD73. (B) Ensayo de supresion en presencia o ausencia
de AMP exogeno (100 uM), sustrato de CD73.

Con el fin de investigar las causas del retardo en la proliferacion de los linfocitos
T CD4+ determinamos el numero de linfocitos T presentes al final del ensayo de
supresion. Si bien al inicio del ensayo de supresion la cantidad de células Tc17 y de
linfocitos T CD4+ era idéntica, al cabo de 96 horas las células Tc17 superan al numero

de linfocitos T CD4+ en 6,3 + 1,2 veces (figura 10A). En cambio, la cantidad de células
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Tc1 al final del ensayo es menor que la cantidad de linfocitos T CD4+ (0,35 + 0,08 veces)
(figura 10A). Este efecto se debe en parte a que las células Tc17 se expanden 8,6 veces
su numero inicial, a diferencia de las células Tc1, que solo se expanden 1,7 veces (figura
10B). Esta observacién sumada a la dependencia de contacto célula-célula en el retardo
de la proliferacion de los linfocitos T CD4+ sugiere que el efecto inhibitorio puede deberse
a una competencia por la co-estimulacion de las células dendriticas. Para probar esta
hipotesis realizamos un ensayo de proliferacion agregando 8 veces mas celulas Tc1
respecto de los linfocitos T CD4+. En la figura 10C se muestra que en esta condicion
experimental se produce un retardo en la proliferacion de los linfocitos T CD4+ similar a
la observada en presencia de células Tc17. Estos resultados sugieren que la inhibicion
en la proliferacion observada en los linfocitos T CD4+ activados en presencia de células
Tc17 seria mas bien consecuencia de la alta tasa proliferativa de las células Tc17, y no

de la presencia de un mecanismo inmunosupresor.
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Figura 10. Las células Tc17 generadas in vitro retrasan la proliferacion de
linfocitos T CD4+ por competencia. Ensayo de supresion de la proliferacion de
linfocitos T CD4+ (ver seccién 6.2.9 en materiales y métodos). (A) Proporcion de
células Tc:CD4+ luego de 96 hrs de co-cultivo. La linea punteada indica la proporcion
inicial (1:1) (n = 3). (B) Numero de células Tc1 6 Tc17 luego de 96 horas de co-cultivo.
La linea punteada indica el numero de células Tc1 6 Tc17 iniciales (50.000) (n = 3).
(C) Ensayo de supresion en presencia de células Tc1 en proporcion 8:1 (Tc:CD4+).
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7.4  Células Tc17 antigeno-especificas poseen actividad anti-tumoral contra un

tumor establecido

Para determinar la funcion de las células Tc17 in vivo, realizamos una
transferencia adoptiva de células Tc17 o Tc1 en ratones con tumor, y evaluamos la
progresion del tamario tumoral. Células Tc17 o Tc1 generadas in vitro desde un raton
OT-l se administraron via intravenosa en ratones C57BL/6 portadores de tumores B16
modificados genéticamente para expresar la proteina exégena ovoalbumina (B16-OVA).
En este modelo, el tumor presenta el péptido OVAzs7.264 €n un contexto H2-K® siendo
capaz de activar a los linfocitos T CD8+ del ratén OT-I. La cinética de crecimiento tumoral
de los ratones tratados con células Tc17 o Tc1 o vehiculo (PBS) (Figura 11) muestra que
las células Tc1 retardan eficientemente el crecimiento tumoral. Sorprendentemente, las
células Tc17 también presentaron actividad anti-tumoral, siendo menos efectivas que las

células Tc1 en combatir el crecimiento tumoral.

150+
o -~ Tc1
& - Tc17
= 100 -~ PBS
2 *
=
=1 *k%
$ 50
©
=4
<L
0 L L) ) L] L) 1
0 2 4 6 8 10
Dias después de la transferencia adoptiva

Figura 11. Las células Tc17 poseen capacidad anti-tumoral contra un tumor
establecido. Ratones B6.SJL se inyectaron intradérmicamente con 0,4 x 10° células
B16.0VA y después de 10 dias se les transfirié intravenosamente 1 x 10° células Tc1
(rojo) o Tc17 (azul) generadas in vitro a partir de un raton OT-l. Un grupo control fue
inyectado con el vehiculo (PBS). El area de los tumores fue monitoreada cada 2 o 3 dias
usando un pie de metro. Se muestra la media + SEM del area de los tumores luego de
la transferencia adoptiva (n = 8 por grupo). *p<0,05; ***p<0.001; ANOVA de dos vias.
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7.5 En el microambiente tumoral las células Tc17 dan origen a células tipo

Tc1 IFN-y+GzmB” y retienen la expresién de CD73

Puesto que las células Tc17 presentan actividad anti-tumoral y que de acuerdo a
antecedentes de la literatura las células del linaje tipo 17 muestran plasticidad, decidimos
evaluar la persistencia del fenotipo Tc17 de las celulas transferidas a [os ratones con
tumor. Las células transferidas fueron rastreadas gracias a la expresion del alelo CD45.2
expresado en los linfocitos OT-l, ya que las células endégenas de los ratones B6.SJL
expresan el alelo CD45.1. En la figura 12A se muestra el porcentaje de células
recuperadas luego de la transferencia de células Te1 o Te17 antigeno-especificas a
ratones con tumor (B16.0VA), recolectadas desde el linfonodo drenante (TdLN) o desde
el tumor 7 dias después de la transferencia. No se observaron diferencias significativas
en el tumor al comparar la frecuencia de células CD8a+CD45.2+ provenientes de las
células Tc17 o Te1 transferidas (figura 12A). En contraste, solo la progenie de las células
Tc17 transferidas fue capaz de movilizarse al drgano linfoide drenante (figura 12A), una
caracteristica propia de células T indiferenciadas (Klebanoff y col., 2005). Por otra parte,
se observé que alrededor de un 50% de la progenie de las células Tc17 retienen el
programa tipo 17, dado que mantienen la capacidad de producir [L-17 tanto en el TdLN
como en el tumor (figura 12B). Sin embargo, en el microambiente tumoral alrededor de
un 60% de ellas adquiere un fenotipo tipo Tc1, mostrando una alta expresion de IFN-y
(figura 12B), citoquina clasica del linaje tipo 1. Ademas, se observé que en el tumor
alrededor de un 30% de la progenie de las células Tc17 adquiere propiedades citotoxicas
(figura 12C), mientras que practicamente toda la progenie de las células Tc1 es citotoxica
(figura 12C). De esta forma, [as células Tc17 pueden dar origen a mas celulas Tc17, es

decir autorenovarse. Ademas pueden dar origen a células efectoras tipo Tc1 (IFN-
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y+gzmB+), lo cual demuestra la multipotencialidad de las células Tc17 y les confiere

propiedades anti-tumorales.
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Figura 12. Las células Tc17 dan origen a células tipo Tc1 IFN-y+ gzmB+ en el tumor.
Ratones B6.SJL (CD45.1+) se inyectaron intradérmicamente con 0,4 x 108 células
B16.0VA y después de 10 dias se les transfiri¢ intravenosamente 1.0 x 108 células Tc1
o Tc17 generadas in vitro a partir de linfocitos T de un ratén OT-I (CD45.2+). Luego de
7 dias se sacrificaron los ratones y se rastrearon las células transferidas en TdLN y tumor
usando el marcador congénico CD45.2. Se muestra el porcentaje de las células
transferidas recolectadas CD8a+CD45.2+ (A), y la expresion de IL-17A, IFN-y (B) y
granzima B (C) en la poblacién de células transferidas. A la derecha se muestra la
cuantificacion de un experimento (n = 3-4). Las barras indican la media + SEM. ns, no
significativo; *p<0,05; test de Mann-Whitney.
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Por otra parte, la progenie de las células Tc17 transferidas mostrd in vivo un
fenotipo CD39-CD73+ (figura 13) similar al observado en las células Tc17 generadas in
vitro (figura 6). Interesantemente, a pesar de retener la expresion de CD73 in vivo, las
células Tc17 desempefian un papel anti-tumoral (figura 11) al dar origen a células
efectoras tipo Tc1 IFN-y+gzmB+ (figura 12B,C). El conjunto de estos resultados
confirman que la expresion de CD73 en las células Tc17 no esta relacionada con

propiedades inmunosupresoras.
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Figura 13. Las células Tc17 retienen la expresion de CD73 in vivo. Ratones B6.SJL
se inyectaron intradérmicamente con 0,4 x 10° células B16.OVA y después de 10 dias
se les transfirio intravenosamente 1.0 x 10° células Tc17 generadas in vitro a partir de
un ratén OT-l. Luego de 7 dias se sacrificaron los ratones y se rastrearon las celulas
transferidas en TdLN y tumor usando el marcador congénico CD45.2. A la izquierda se
muestran histogramas de la expresion de CD39 y CD73 en la poblacion de células CD8
endégenas (CD8a+CD45.2-) y en la poblacién de células Tc17 transferidas
(CD8a+CD45.2+) recolectadas desde el tumor. A la derecha se muestra la cuantificacion
de las medias de fluorescencia (MF1) para CD39 y CD73. Las barras indican la media
SEM (n = 3). (e): endogenas; (t): transferidas
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8. Discusion

El cancer es una enfermedad compleja que involucra interacciones entre el tumor
y células del sistema inmune (Finn, 2008). Por una parte, el sistema inmune puede
reaccionar contra antigenos tumorales generando una respuesta anti-tumoral que
implica la eliminacién de las células transformadas por células efectoras especializadas
(Th1, Tc1, NK). Por otra parte, el tumor es capaz de evadir la respuesta inmune anti-
tumoral manteniendo un microambiente inmunosupresor mediante la expresion y/o
secrecion de moléculas inmunomoduladoras (TGF-pB, IL-10, IDO, adenosina) o mediante
la atraccién de células que activamente suprimen la respuesta efectora anti-tumoral
(Tregs, MDSCs). Sin embargo, el papel que cumplen las células Tc17 en este escenario

es alin controversial.

En este trabajo se observé un aumento significativo en la frecuencia de celulas
Tc17 tanto en bazo como en TdLN de ratones con tumor con respecto a ratones sanos
(figura 1). En acuerdo con esta idea, distintos reportes muestran la acumulacion de
células Tc17 en tumores de pacientes con cancer y de modelos murinos de la
enfermedad (Kryczek y col., 2007). Se ha reportado que en el microambiente tumoral
existen altas concentraciones de citoquinas como TGF-B e IL-6, producidas por células
dendriticas y monocitos entre otras, las cuales mediarian [a induccion del programa
Te17. En acuerdo con esta idea, se ha demostrado que monocitos infilirados en tumores
de higado y estémago pueden inducir la generacion de linfocitos Tc17 mediante la
secrecion de las citoquinas IL-6, IL-1p e 1L-23 (Kuang y col., 2010; Zhuang y col., 2012).
Sin embargo atn no hay suficiente evidencia para definir si las células Tc17 serian

programadas en el tumor mismo, o si es que su acumulacién seria mas bien
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consecuencia de un proceso de migracién. En este sentido, se ha visto que las células
Tc17 expresan los receptores de quimioquina CCR4 y CCR6 en tumores de hepaticos
(Kuang y col., 2010} lo que les permitiria migrar en respuesta a las quimioquinas CCL22
y CCL20 respectivamente, ambas presentes en el microambiente tumoral (Viola y col.,

2012).

Las células Tc17 han sido definidas como un linaje independiente de los clasicos
linfocitos Tc1 citotéxicos. Una de las principales caracteristicas funcionales que distingue
a las células Tc17 es la carencia de actividad citotdxica. En este trabajo comprobamos
que las células Tc17 endogenas de ratones sanos y de ratones con tumor, a diferencia
de las células Tc1, no expresan granzima B luego de su activacion (figura 2) confirmando
que las células Tc17 cumplen un papel distinto a la eliminacién directa de células
transformadas. Por ofra parte, la polarizacion in vitro de células CD8+ hacia el linaje Tc17
genera células que no expresan moléculas relacionadas a la actividad citotoxica come
granzima B, perforina y CD107a (figura 6). Mas aun, células Tc17 antigeno-especificas
generadas in vitro no poseen actividad citotdxica contra células fumorales cargadas con
el antigeno especifico (figura 7). En acuerdo con estos resultados, otros estudios en
ratones también han encontrado limitada actividad citotéxica en células Tc17 generadas
in vitro (Huber y col., 2009; Hamada y col., 2009; Saxena y col., 2012; Yen y col., 2011)
y en células Tc17 enddgenas infiltradas al sistema nervioso central en el modelo murino
de la esclerosis multiple (EAE, por Expermiental Autoinmune Encephalomyelitis) (Huber
y col., 2009). Importantemente, se ha observado que células Tc17 infiltradas en tumores
humanos de higado y estémago no expresan los marcadores de citotoxicidad como

granzima B, perforina y CD107a (Kuang y col., 2010; Zhuang y col., 2012).
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Si bien las células Tc17 no poseen actividad citotoxica, existen estudios que las
involucran con la respuesta anti-tumoral. El grupo de Restifo demostro que células Tc17
antigeno-especificas generadas in vitro carecen de actividad citotoxica y expresan
niveles bajos de IFN-y, sin embargo la transferencia adoptiva de estas células en
conjunto con IL-2 recombinante permitié la eliminacion de melanomas establecidos en
ratones linfopénicos (Hinrichs y col., 2009). Los autores observaron que 5 dias después
de la transferencia adoptiva, la totalidad de las células transferidas adquirieron la
capacidad de secretar IFN-y adjudicéndole a esta citoquina el efecto anti-tumoral
(Hinrichs y col., 2009). Por otra parte, el grupo de Dutton demostré que células Tcl17
antigeno-especificas son alrededor de 50 veces menos efectivas que células Tclenla
erradicacion de melanomas establecidos en ratones (Garcia-Hernandez y col., 2010). En
este caso la eliminacion del tumor demostro ser dependiente de la secrecion de IL-17,
IFN-y y TNF-a por parte de las células Tc17 lo que indujo el reclutamiento de ofras
poblaciones efectoras (principalmente neutréfilos y macrofagos) capaces de combatir el
tumor. Los autores concluyeron que las células Tc17 poseen una limitada capacidad
anti-tumoral, cuyos mecanismos son en parte compartidos con las células Tc1 (por
ejemplo la secrecién de IFN-y y TNF-) sugiriendo que la transformacién de las células
Te17 a un fenotipo Te1 podria explicar su capacidad antitumoral (Garcia-Hernandez y
col., 2010). En acuerdo con estos reportes, en este trabajo observamos que las células
Tc17 antigeno-especificas generadas in vifro disminuyeron el crecimiento tumoral en un
modelo murino de melanoma, siendo esta capacidad anti-tumoral menor en comparacion
con células Tc1 (figura 11). Las células Tc17 generadas in vitro producen TNF-g,
ademas de [L-2 y GM-CSF (figura 5), citoquinas que estimulan la activacion de linfocitos

T y la maduracion de células dendriticas, componentes importantes de la respuesta anti-
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tumoral. Interesantemente se observd que luego de la transferencia adoptiva de células
Tc17 en ratones con tumor, gran parte de las células transferidas adquieren el fenotipo
Tc1 (IFN-y+ gzmB+) (figura 12B,C). Si bien las células Tc17 generadas in vifro no
presentan actividad citotoxica per se (figura 6 y 7}, la capacidad de dar origen a células

citotoxicas tipo Tc1 podria explicar su capacidad anti-tumoral.

Cabe destacar que parte de las células transferidas también retuvo la capacidad
de secretar IL-17 (figura 12B), renovando la poblacion de células Tc17 progenitoras.
Tanto la autorenovacioén como la multipotencialidad son caracteristicas troncales propias
de células T indiferenciadas. Actualmente es aceptado que la capacidad anti-tumoral de
células T CD8+ se correlaciona inversamente con su estado de maduracion,
principalmente debido a que células terminalmente diferenciadas pierden la capacidad
de autorenovarse y sobrevivir (Gattinoni y col., 2012). En un estudio realizado por el
grupo de Restifo en linfocitos T CD4+, ellos demostraron que las células Th17
corresponden a un estado previo, menos diferenciado, y mas troncal que las células Th1,
siendo mas efectivas en la erradicacion de melanomas establecidos en ratén en
comparacion a células Th1 terminalmente diferenciadas. En este mismo estudio también
mencionan que las células Tc17 generadas in vitro presentan un perfil transcripcional
compatible con un estado menos diferenciado (Muranski y col., 2011). La capacidad de
producir [L-2 también ha sido relacionada con estados menos diferenciados en células
T, en confraste con células terminalmente diferenciadas que pierden esta capacidad
(Gattinoni y col., 2012). En este trabajo, se observd que las células Tc17 producen
mayores niveles de |L-2 que las células Tc1 (figura 5) apoyando la hipdtesis que las
células Tc17 corresponden a un estado menos diferenciado que las células Tc1. Por otra

parte, observamos que solo las células Tc17 migran al rgano iinfoide drenante del tumor
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(figura 12A), donde podrian entrar en contacto con células dendriticas y de esta manera
ser activadas. Este patrén de migracion es propio de células CD8+ menos diferenciadas,
como las células de memoria, y ha sido relacionado en estudios previos a mayor
efectividad en esquemas de inmunoterapia celular anti-tumoral (Klebanoff y col., 2005).
Sin embargo, las células Tc17 son menos efectivas que las células Tc1 para erradicar
tumores establecidos, lo que podria explicarse por el tiempo que tardan [as células Tc17

en dar origen a células Tc1.

En contraste con la hipétesis que las células Tc17 contribuirian a la eliminacién
del tumor, otros autores convergen en que las células Tc17 por su naturaleza pro-
inflamatoria y no citotoxica estarian mas bien favoreciendo el crecimiento tumoral, por
ejemplo mediante la actividad pro-angiogénica de la IL-17 (Zhang y col.,, 2014) o el
reclutamiento de poblaciones inmunosupresoras como MDSC al microambiente tumoral
(Zhuang y col., 2012). Recientemente, se ha reportado la existencia de linfocitos Th17
regulatorios, capaces de inhibir la activaciéon de la respuesta inmune por ejemplo
mediante la secrecion de IL-10 (Esplugues y col., 2011). En este trabajo en cambio, se
observd que las células T¢17 generadas in vitro producen bajos niveles de [L-10 (figura
5), comparables a los secretados por células Tc1 efectoras. De la misma forma, las
células Te17 mostraron niveles de expresion similares a [as células Te1 en moléculas

inhibitorias como LAG3, CTLA4, PD-1 y PDL-1 (figura 6).

Por otra parte, el grupo de Ghiringhelli caracterizd una poblacién de células Th17
regulatorias, [as que mediante la expresidon de las ectonucleotidasas CD39 y CD73
generarfan adenosina extracelular, molécula inmunosupresora capaz de inhibir la
respuesta inmune anti-tumoral (Chalmin y col., 2012). En este seminario se observo que

células Tc17 endogenas de ratones sanos y de ratones con tumor poseen una expresion
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significativamente mayor de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en comparacion a las
células Tc1 endégenas (figura 3). En acuerdo con esto, las células Tc17 polarizadas in
vifro expresan mayores niveles de CD73 que las células Tc1 generadas in vifro, sin
embargo expresan menores niveles de CD39 en comparacién a las células Tc1 (figura
6). Ademas observamos que in vivo las células Tc17 mantienen la expresion de CD73
luego de la transferencia adoptiva en ratones con tumor (figura 13). En un trabajo anterior
se demostro que la expresién de CD39 y CD73 puede ser inducida por TGF-( e IL-6,
citoquinas claves en la polarizacién hacia el linaje 17 (Chalmin y col., 2012). La IL-6
induce |a activacion del factor transcripcional STAT3 en linfocitos T CD4+, que a su vez
promueve la expresion de CD39 y CD73 a nivel transcripcional por union directa a sus
promotores. Por su parte, TGF-p induce la inhibicion de la expresion de Gfi-1, un represor
de la expresion de CD39 y CD73 (Chalmin y col., 2012). Dado que TGF-3 e IL-6 son las
citoquinas que inducen el programa Tc17, es esperable que el mismo mecanismo opere
en estas células para incrementar la expresion de CD39 y CD73 en su superficie. Por
otra parte, se ha demostrado que la activacién de linfocitos T in vifro induce la expresion
de CD39 (Regateiro y col., 2011) lo que explicaria el aumento de CD3@ en las células

Tc1 generadas in vilro.

Tanto CD39 como CD73 son altamente expresadas en la superficie de linfocitos
Tregs y Th17 regulatorios, siendo la generacion de adenosina extracelular uno de los
mecanismos utilizados por estos linfocitos para cumplir su funcion regulatoria (Whiteside
y col., 2011; Deaglio y col., 2007; Romio y col., 2011; Chalmin y col., 2012). La adenosina
extracelular es percibida por diversos tipos celulares y sefaliza a través de 4 receptores

acoplados a proteinas G denominados A1, A2A, A2B y A3. La activacion del receptor

A2A en linfocitos T resulta en la activacion de la enzima adenilato ciclasa




incrementandose los niveles intracelulares de AMP ciclico, o que conlleva a la inhibicidn
de: (i) la proliferacién (Huang y col., 1997), (i) la secrecion de citoquinas como [L-2 e
IFN-y (Lappas y col., 2005} y (iii) la funcién citotéxica (Raskovalova y col., 2007). En
relacién con lo anterior, en este trabajo se observé gue las células Tc17 generadas in
vitro pueden retardar la proliferacién de linfocitos T CD4+ aunque mediante un
mecanismo dependiente de contacto célula-célula (figura 8). Ademas, ni la inhibicién
farmacolégica de CD73 ni la adicién de AMP (sustrato de CD73) afectaron la capacidad
inhibitoria de las células Te17 (figura 9), descartando que la generacion de adenosina
extracelular via CD73 contribuya al mecanismo de inmunosupresién de estas céluias.
Por otra parte, observamos que al final del ensayo las células Tc17 se expandieron hasta
8 veces su numero inicial, mientras que las células T¢1 mantuvieron su numero (figura
10A,B). Es posible que la inhibicion en la activacion de los linfocitos T CD4+ observada
en presencia de células Tc17 se deba a una limitacion espacial en el contacto de los
linfocitos CD4+ con las células dendriticas, fendmeno conocido como cold target
inhibition y reportado en ensayos de supresion in vitro similares (Szymczak-Workman y
col., 2009). Esta hipbtesis fue confirmada con los ensayos realizados con una alta
proporcién de células Tc1 (figura 10C). Estos resultados demuestran que la expresion
de CD73 en l[a superficie de las células Tci7 no les otorga propiedades
inmunosupresoras. Ademas, el hecho que las celulas Tc17 mantengan la expresion de
CD73 luego de la transferencia adoptiva (figura 13) aun cuando desempefian un rol anti-
tumoral (figura 11), descarta que CD73 les confiera capacidad inmunosupresora a las
células Tc17. Sin embargo, mas experimentos son necesarios para dilucidar el papel

que cumpliria la ectonuclectidasa CD73 en los linfocitos Tc17.
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Resumen de resultados

Existe una acumulacion de células T¢17 en érganos linfoides de ratones con

tumor en comparacion con ratones sanos.

Las células T¢17 endégenas de ratones sanos y con tumor no expresan granzima
B, a diferencia de las células T¢1 endogenas. Al mismo tiempo, expresan niveles
significativamente mayores de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en

comparacién con células Tc1.

Células Tc17 generadas in vitro producen menores niveles de IL-10 y poseen
mayores hiveles de CD73 que células Tc1 generadas in vitro. Ademas, secretan
un patrén de citoquinas distinto a las células Tc1, que incluye IL-17, IL-2, TNF-o

y GM-CSF.

A diferencia de las células Tc1, las células Tc17 generadas in vilro no poseen

actividad citotéxica contra células tumorales cargadas de antigeno.

Las células Tc17 generadas in vitro no son capaces de suprimir la proliferacion

de linfocitos T CB4 in vitro.

La transferencia adoptiva de células Tc17 antigeno-especificas en ratones con

tumor produce una desaceleracién del crecimiento tumoral.

Luego de la transferencia adoptiva de células Tc17 a ratones con tumor, las

células Tc17 retienen la capacidad de migrar al érgano linfoide drenante.
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e En el microambiente tumoral alrededor de un 60% de las células Tel7
transferidas se transforman a células producioras de IFN-y, mientras que un 30%

adquiere expresion de granzima B.

e En el microambiente tumoral, las células Tc17 transferidas retienen la expresion

de CD73.
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10. Conclusiones

En conjunto, los resultados expuestos en este seminario de titulo demuestran
que las células Tc17 secretan citoguinas anti-tumorales (IL-2, TNF-a, GM-CSF) y dan
origen a linfocitos T efectores citotoxicos (tipo Te1) IFN-y+ gzmB+ contribuyendo de esta
forma a la respuesta inmune antitumoral. Por otra parte, las células Tc17 expresan altos
niveles de la ectonucleotidasa CD73, sin embargo carecen de capacidad
inmunosupresora. En conclusion, las células Tc17 presentan un fenotipo troncal, siendo
capaces de persistir en los érganos linfoides, de autorenovarse, y de dar origen a células
efectoras tipo Tc1 con propiedades anti-tumorales. Estas caracteristicas abren nuevos

harizontes para el disefio de inmunoterapias anti-tumorales mas efectivas.
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