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Biografia

Naci  un   11   de  diciembre,   en  Talcahuano,   VIll   Regi6n,   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
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seres vivos, motivado por mi estimada profesora de Biologia M6nica Mardones. A los 17

afios   de   edad,   decidi   entrar   a   la   Universidad   de   Chile   a   estudiar   lngenieria   en
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imprimj6 en mi un gran intetes por esta area particular de la Biomedicina y sus impactos

en la salud humana.  Decidido a realizar mi tesis en este t6pico, le pedi que me aceptara

en  su  laboratorio  y  fue  asi  como  inicie  mi  carrera  en  la  investigaci6n.  Durante  este
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1.       Resumen

El rol de los linfocitos T CD8+ productores de lL-17 (c6lulas Tcl 7) en la inmunidad

tumoral  es controversial.  Por una  parte,  la troncalidad de  las c6Iulas T del  linaje  17 en

cuanto a su capacidad de autorenovarse y de dar origen a c6Iulas efectoras productoras

de  interfer6n  gama  (lFN-y),  sugiere  que  las  c6Iulas  Tcl7  cumplirian  un  papel  en  la

respuesta  inmune  anti-tumoral.  Sin  embargo,  existe  evidencia  que  los  linfocitos Tcl7,

debido  a  su  naturaleza  pro-inflamatoria,  favorecerfan  la  carcinogenesis  y el  desarrollo

tumoral al promover la angiog6nesis y el reclutamiento de celulas inmunosupresoras al

microambiente tumoral. Para definir el papel de las c6lulas Tcl 7 en la inmunidad tumoral,

en este seminario se analiz6 la presencia y el fenotipo de las c6lulas Tcl7 en un modelo

murino  de  melanoma.  Ademas  se  generaron  c6lulas  Tcl7  /.n   v/.fro  y  se  evalu6  la

capacidad antitumoral de estas c6lulas en experimentos de transferencia adoptiva.  Los

resultados  obtenidos  indican  que  las  c6lulas  Tcl7  generadas  /.n  v/.fro  no  expresan  el

marcador de citotoxicidad granzima a  (gzmB) y muestran limitada capacidad citot6xica

contra  celulas  de  melanoma.  Sin  embargo,  la  transferencia  adoptiva  de  c6lulas  Tcl7

antigeno-especificas a  ratones  con tumor result6  en  la  desaceleraci6n del  crecimiento   ..

tumoral,  aunque con menor eficiencia en comparaci6n  a la transferencia de linfocitos T

CD8+ productores de lFN-y (celulas Tcl ). Ademas, luego de la transferencia adoptiva se

observ6  que  en  el  tumor  alrededor  de  un  60%  de  las  c6Iulas  Tcl7  transferidas  se

convierten  a  celulas tipo  Tcl   lFN-y+  gzmB+,  evidenciando  el  potencial  antitumoral  de

estas  celulas.  En  la  misma  linea,  se  observ6  que  las  c6lulas  Tcl7  producen  lL-2  y

conservan  un  patr6n  de  migraci6n  tipico  de  c6lulas  T  de  memoria.  Por otra  parte,  las

c6lulas  Tcl7  muestran  una  alta  expresi6n  de  las  ectonucleotidasas  CD39  y  CD73,

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



antitumoral  mediante  la  generaci6n  de  adenosina  extracelular.  A  pesar  de  esto,  los

linfocitos Tcl 7 generados /.n v/.fro no suprimen la proliferaci6n de linfocitos CD4+ /.n v/.fro

en  una  forma  dependiente  de  CD39,  CD73  o  mediante  la  generaci6n  de  adenosina

extracelular. En conclusi6n, las celulas Tcl7 muestran menor capacidad anti-tumoral que

las  c6lulas  Tcl,  sin  embargo  son  capaces  de  persistir  en  los  6rganos  linfoides,  de

autorenovarse,  y  de  dar  origen  a  celulas  efectoras  tipo  Tcl   con  propiedades  anti-

tumorales, todas caracteristicas de c6lulas T troncales.  Estos  resultados abren  nuevos

horizontes  para  la explotaci6n de estas caracteristicas en  el disefio de inmunoterapias

anti-tumorales mss efectivas.



2.       Abstract

The role  of lL-17-producing  CD8+ T Iymphocytes  (Tcl7  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 (lFN-y)-producing

cells supports the idea that Tcl7 cells could be playing  a role in the anti-tumor immune

response. However, there is evidence showing that Tcl7 Iymphocytes, 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 Tcl7  cells  in tumor immunity,  in this work we

analyzed the presence and phenotype of Tcl7 cells in a murine model of melanoma.  In

addition we generated Tcl7 cells /.n v/.fro and evaluated the anti-tumoral capacity of these

cells  in  adoptive transfer experiments. The results  indicate that /.n v/.fro generated Tcl7

cells  show  null  expression  of  granzyme  a  (gzmB)  and  are  poorly  cytotoxic  against

melanoma  cells.  However,  adoptive  transfer  of antigen-specific Tcl7  cells  into  tumor-

bearing mice resulted in a decrease in tumor growth, albeit with less efficiency compared

to lFN-y-producing CD8+ T lymphocytes (Tcl  cells). Moreover, after adoptive transfer we

observed that near 60% of transferred Tcl7 cells converted into Tcl-like lFN-y+ gzmB+

cells  in the tumor,  evidencing  an anti-tumor potential.  In the same line, Tcl7  cells were

able to secrete lL-2,  and  retained a migration  pattern typical  of memory T cells.  On the

other hand, Tcl7 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,  /.n  v/.fro generated  Tcl7  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, Tcl7 cells show



lower anti-tumor capacity than Tcl  cells,  however are able to persist in lymphoid organs,

self-renew and  give  rise to  anti-tumor Tcl-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.        Introducci6n

3.1         lnmunidad anti-tumoral

Durante   el   desarrollo   de   un   tumor   las   c6lulas   tumorales   deben   adquirir

progresivamente   diversas   caracteristicas  que   les   permitiran   sobrevivir,   proliferar  e

invadir nuevos tejidos  (Hanahan y Weinberg,  2000,  2011).  En este §entido,  numerosos

estudios desarrollados en  las dltimas d6cadas 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  afros  50'  cuando  Burnet  y  Thomas  introdujeron  por  primera  vez  el  concepto  de

inmunovigi]ancia  (Burnet,1957).  Esta teoria  establece  que  el  sistema  inmune  patrulla

constantemente    en    bdsqueda    c6lulas    transformadas    o    malignas    (tumorales),

eliminandolas  antes de  la  generaci6n  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  gen6mica  de  las  c6lulas

malignas dan  origen a la selecci6n de aquellas c6lulas capaces de escapar del control

inmune anti-tumoral (inmunoedici6n).  Esto da lugar al desarrollo de focos tumorales y a

su  establecimiento  en  el  organismo  hospedero  atln  cuando  este  posea  un  sistema

inmune competente (Dunn y col., 2002). Entre los mecanismos adquiridos por las c6Iulas

tumorales  que  les  permiten  eludir  la  respuesta  inmune  anti-tumoral  se  destacan  la

habilidad  para evadir el  reconocimiento  (disminuci6n de   la expresi6n de moleculas del

complejo   de   histocompatibilidad)   y   las   molecu]as   efectoras   del   sistema   inmune

(expresi6n  de   proteinas  anti-apopt6ticas,   deficiencia  en  sefializaci6n  de  apoptosis)

(Rabinovich y col.,  2007).



De  esta  forma,   el  sistema  inmune  colabora  indirectamente  para  moldear  la

generaci6n de celulas malignas capaces de escapar a su control,  originando un evento

neoplasico.   Una   vez  que   un   tumor  alcanza   la   escala   macrosc6pica,   aumenta  su

complejidad  y  desarrolla  nuevos  mecani§mos  que  activamente  mantienen  a  raya  al

sistema inmune. Entre ellos, es fundamental la mantenci6n de un microambiente tumoral

inmunosupresor  que  atende  la  respuesta  inmune  anti-tumoral.  Para  esto,  las  c6Iulas

tumorales expresan o secretan moleculas y citoquinas inmunomoduladoras tales como

TGF-8,  lL-10,  IDO,  PD-L y adenosina. Ademas,  Ias c6lulas tumorales pueden modificar

el microambiente de forma de favorecer el reclutamiento de celulas inmunosupresoras,

tales  como  linfocitos  T  reguladores   (Treg)   y  celulas   mieloides  supresoras,   ambas

capaces  de  interferir  en  la  actividad  anti-tumoral  de  linfocitos  efectores  T  he/per,  T

citot6xicos y Ivafura/ K/.//er (NK), desarmando la respuesta anti-tumoral (Rabinovich y col.,

2007; Zou, 2006).

3.2        Linfocitos infiltrantes del tumory el balance entre c6Iulas efectoras y

reguladoras

En distintos tipos de tumores se ha encontrado que una componente importante

del microambiente tumoral son celulas del sistema inmune, particularmente linfocitos, los

que    son    llamados    linfocitos    infiltrantes    del    tumor    (TILs    por    rumor   /of/./£raf/.ng

Lymphoeytes).   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   celulas   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+  citot6xicos  tipo  1   (Tcl),  las  c6lulas  NK  y  los  linfocitos  T  CD4+

cooperadores tipo 1  (Thl  por 7-he/per 7).

En   cuanto   a   los   mecanismos   involucrados  en   la  eliminaci6n   de   las   celulas

tumorales,  tanto  linfocitos  Tcl  coma  c6lulas  NK  poseen  receptores  que  les  permiten

reconocer a las celulas transformadas y eliminarlas mediante la inducci6n de apoptosis.

Los  linfocitos  Tcl   poseen  receptores  de  celula§  T  (TCR  por  7-  Ce//  f3eceptoo  que

reconocen  peptidos  antigenicos  presentados  en  mol6culas  del  complejo  principal  de

histocompatibilidad  clase  I  (MHC-I  por  Ma/.or H/.sfocompaf/.b/.//.fy  Comp/ex  c/ass  0.  Por

otra  parte,  las celulas  NK eliminan  c6lulas  blanco cuya expresi6n  de mol6culas MHC-I

es reducida (Karre K y col.,1986), fen6meno observado en celulas transformadas como

mecanismo de escape a la respuesta anti-tumoral. Ademas tanto los linfocitos Tcl  como

celulas  NK expresan  receptores  NKG2D que reconocen  diversos  ligandos expresados

bajo  condiciones de esttes celular y altas tasas de proliferaci6n,  ambas caracterfsticas

propias  de  las  c6lulas  tumorales  (Smyth  y  col.,  2005).  Luego  de  la  activaci6n  de  sus

receptores,   estas   celulas   liberan   granulos   cargados   de   granzimas   y   perforinas

induciendo la via de las caspasas y desencadenando la apoptosis en las c6lulas blanco

(Trapani y Smyth, 2002).

Por otra parte linfocitos Tcl ,  c6lulas NK y principalmente linfocitos Thl  secretan

interfer6n-y (lFN-y) cuyo rol es pivote en la respuesta anti-tumoral. Los linfocitos Thl  son

un  subtipo  de  linfocitos  T  CD4+  por tanto  expresan  un  TCR  que  reconoce  p6ptidos

antigenicos en  un  contexto MHC clase  11.  Una vez activados,  su  principal funci6n es la

secreci6n de citoquinas, siendo lFN-y la principal entre estas. Esta citoquina es capaz de

inducir directamente la expresi6n de mol6culas MHC clase  I  y 11,  activar a macr6fagos y



c6lulas  dendriticas,  aumentar la  diferenciaci6n  de  linfocitos T  CD4+  a  linfocitos Thl  y

potenciar la respuesta citot6xica de linfocitos NK y Tcl  (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 reclutamiento de c6lulas supresoras de la respuesta inmune al microambiente tumoral,

como son los linfocitos Treg y celulas mieloides supresoras (MDSC por Mye/o/.d Der/.ved

Supressor Ce/0.  Los linfocitos Treg son un subtipo de linfocitos T CD4+ caracterizados

por   la   expresi6n   del   factor  transcripcional   maestro   Foxp3   y   corresponden   a   los

principales represores de  la respuesta inmune.  Estas c6lulas se ven  incrementadas en

pacientes   con   tumor   y   en   modelos   animales   de   cancer,   y   numerosos   estudios

correlacionan  la  presencia  de  estas  celulas  con  un  mal  pron6stico  de  la  enfermedad

(Griffiths y col„  2007;  Perrone y col.,  2008;  Bates y col.,  2006).  Entre sus funciones se

encuentran  la inhibici6n de la activaci6n,  proliferaci6n y funci6n efectora de  linfocitos T,

linfocitos  a,  c6lulas  NK,  celulas  dendriticas  y  macr6fagos.  Los  mecanismos  utilizados

por estas celulas para reprimir la respuesta inmune se pueden clasificar en: (i) Secreci6n

de  citoquinas  inhibitorias  (TGFP1,  lL-10,  lL-35),  (ii)  lnducci6n  de  apoptosis  en  celulas

efectoras (via granzimas y perforinas); (iii) Disrupci6n metab6lica, por ejemplo mediante

la deprivaci6n  de sefiales  de  sobrevida  como  la  lL-2  y;  (iv)  lnhibici6n  de  la  maduraci6n

de celulas dendriticas a trav6s de la expresi6n  de  ligandos  inhibitorios  (LAG3,  CTLA4)

(Vignali   y   col.,   2008).   Recientemente   un   nuevo   mecanismo   de   supresi6n   ha   sido

incorporado  al  armamento  de  los  linfocitos  Treg  que  involucra  la  expresi6n  de  las

ectonuleotidasa§  CD39  y  CD73,  que  permiten  metabolizar  el  ATP  extracelular  para

generar adenosina  (Deaglio  y  col.,  2007).  CD39  cataliza  la  hidr6lisis  de ATP  o ADP  a

AMP   mientras   que   CD73   fina]iza   la   reacci6n   cataljzando   la   hidr6lisis   de   AMP   a



adenosina.  La  adenosina  es  percibida  por el  receptor de  adenosina A2A inhibiendo  la

activaci6n,  proliferaci6n  y  la  capacidad  efectora  de  linfocitos  T  (Deaglio  y  col.,  2007)

ademas  de  favorecer  la  generaci6n  de  linfocitos  Treg  inducibles  a  partir  de  linfocitos

CD4+ virgenes (Zarek y col., 2008).

Por otra parte, diversos reportes evidencian la acumulaci6n de c6lulas 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 poblaci6n heterogenea de

origen mieloide que se caracterizan por la capacidad de inhibir tanto la respuesta inmune

innata  como  la  adaptable,  particularmente  la  respuesta  mediada  por  c6Iulas  T.  Los

mecanismos  a  trav6s  de  los  cuales  estas  c6lulas  suprimen  la  respuesta  inmune  son

diversos, entre ellos la expresi6n de la enzima Arginasa-1, que depleta el microambiente

tumoral   de   arginina,   aminoacido   esencial   para   la   activaci6n   de   linfocitos   T   y   la

maduraci6n   de  c6lulas  dendriticas  (Rodriguez  y  col.,   2004).   Estas  celulas  tambien

producen  peroxinitrito  (ONOO-),  agente que media  [a nitraci6n  del TCR de  los  [infocitos

T CD8+, interrumpiendo de esta forma la activaci6n mediada por presentaci6n antig6nica

(Nagaraj y col.,  2007).

De  esta forma,  en  el  tumor existe  una  lucha  constante  entre  c6lulas  efectoras,

cuya  funci6n  es  eliminar  las  c6lulas  transformadas,  y  c6lulas  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  sefializaci6n   a  traves   de   lFN-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, la eliminaci6n de linfocitos Tregs en ratones portadores



de tumor favorece la eliminaci6n del tumor en forma dependiente de linfocitos T CD8+ y

celulas 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.  CTLA4  es  una

mol6cula  expresada  por  linfocitos T  luego  de  su  activaci6n,  cuya  funci6n  es  inhibir  la

proliferaci6n  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 gen6rico de lpilimumab 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 (V\/olchok y col., 2013).

Todos estos antecedentes apoyan la existencia de un balance entre c6Iulas efectoras y

reguladoras en  el  microambiente tumoral  como un  punto critico del  desarrollo tumoral.

Comprender la funci6n que cumplen las c6lulas inmunes en la inmunidad antitumoral es

de gran relevancia puesto que la aplicaci6n de dichos conocimientos podria resultar en

nuevos blancos terapeuticos para el tratamiento del cancer.

3.3        Subtipos de linfocitosTCD4+

Durante la  respuesta inmune anti-tumoral  las c6Iulas  dendriticas,  centinelas del

sistema immune,  son capaces de procesar antigenos tumorales,  migrar hacia el 6rgano

linfoide mas  cercano y presentar estos antigenos  a  linfocitos T CD4+ virgenes.  Luego

del encuentro con el antigeno en los 6rganos linfoides secundarios, los linfocitos T CD4+

pueden convertirse en celulas T efectoras con distintos fenotipos funcionales. Dentro de

los linfocitos T CD4+ se definen distintos subtipo§ o linajes de linfocitos cooperadores o

he/per que  se  caracterizan  por  el  patr6n  de  citoquinas  que  producen.  EI  compromi§o

hacia    un    linaje    particular   es    determinado    por   las    citoquinas    presentes    en    el
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microambiente  durante  la  presentaci6n  antigenica.  De  esta  forma  el  IFN-y  y  la  lL-12

inducen  a  las c6lulas T CD4+ virgenes  a diferenciarse  hacia linaje tipo  1  (T he/per 1  6

Thl) activando la expresi6n del factor transcripcional maestro T-bet;  la presencia de lL-

4 favorece la diferenciaci6n hacia el linaje tipo 2 (Th2) a trav6s de la activaci6n del factor

transcripcional  maestro  GATA-3;  mientras que  la  presencia de TGF-a e  lL-6  induce  la

diferenciaci6n    hacia   el    linaje   tipo    17    (Thl7)    mediante    la   expresi6n    del   factor

transcripcional maestro RORyt.  Los linfocitos Treg corresponden a un cuarto linaje cuya

diferenciaci6n  es  inducida  en  presencia  de TGF-P e  lL-2  y  cuyo  factor transcripcional

maestro   es   Foxp3.   La   activaci6n   de   estos   distintos   programas   geneticos   genera

diferencias funcionales en cuanto al patr6n de citoquinas que estas c6lulas secretan. Por

ejemplo, los linfocitos Thl  se caracterizan por la secreci6n de lFN-y y son los principales

coordinadores  de  la  respuesta  citot6xica  frente  a  pat6genos  intracelulares  (bacterias,

virus) y tumores.  Los linfocitos Th2 en cambio se caracterizan  por la secreci6n de  lL-4,

lL-5 e lL-13 y organizan la respuesta contra pat6genos extracelulares y la secreci6n de

anticuerpos.  Los linfocitos Thl7 se caracterizan por la secreci6n de lL-17,  lL-21  e lL-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 la

tolerancia (Murphy y Reiner,  2002).

3.4        Subtipos delinfocitosTCD8+

Los linfocitos CD8+ estan clasicamente relacionados con la respuesta citot6xica.

Los linfocitos Tcl  tambien  conocidos  como  linfocitos T citot6xicos  (CTL por Cyfotox/.c 7-

iymphocyfe)  corresponden  al  linaje  por defecto de  las  celulas  CD8+ y se caracterizan
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por la secreci6n de lFNJy y par la capacidad de inducir apoptosis en celulas 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+ he/per,  diferencias

en las sefiales presentes durante la activaci6n de estos linfocitos dan lugar a la activaci6n

de programas transcripcionales alternativos. Asi es posible distinguir linfocitos Tcl , Tc2,

y CD8+ Tregs que comparten con sus pares CD4+ he/perel programa gen6tico y la firma

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

En  los  dltimos  afios  se  ha  descubierto  un  nuevo  linaje  dentro  de  los  linfocitos

CD8+, denominados Tcl7. Estos linfocitos T CD8+ se caracterizan por la producci6n de

la  citoquina  pro-inflamatoria  lL-17  y  por la  expresi6n  del factor transcripcional  maestro

RORyt  (Huber y  col.,  2009).  A diferencia  de  los  linfocitos  Tcl  citot6xicos,  los  linfocitos

Tcl7 no muestran expresi6n de granzimas y perforina, y no poseen actividad citot6xica

contra c6Iulas blanco cargadas de antigeno (Yen y col., 2011).

3.5        Linfocitos Thl7 y el cancer

Los linfocitos Thl7 han sido ampliamente relacionados con diversos fen6menos

de  autoinmunidad  (Komiyama  y  col.,  2006),  pero  su  principal  funci6n  tiene  lugar en  la

defensa  contra  agentes  infecciosos  como  bacterias,  virus,  hongos  y  protozoos.  Los

linfocitos Thl7 se encuentran en  pacientes sanos en  las mucosas como en el intestino

o los pulmones,  o incluso en la piel,  donde forman parte de la barrera inmune (O'Quinn

y col.,  2008).  Estas celulas  han  sido  investigadas en  el  contexto tumoral,  donde se ha

encontrado que se acumulan en tumores de pacientes con cancer de ovario, de pr6stata,

de pancreas, de rifi6n, 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 Thl7
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en  la  inmunidad  tumoral  es  aun  controversial,  existiendo  evidencia  contradictoria  que

apoyaria tanto una funci6n  pro-tumoral como anti-tumoral.

En los estudios que sugieren que las celulas Thl 7 pueden promover la respuesta

inmune  anti-tumoral,  se  ha  demostrado  que  las  c6lulas  Thl7  infiltradas  al  tumor  son

capaces   de   producir   citoquinas   efectoras   como   lL-2   o   lFNry,   las   que   han   sido

relacionadas con la respueta inmune contra el tumor (Kryczek y col.,  2009). Ademas,  la

infiltraci6n de estas celulas al  microambiente tumoral tiene una correlaci6n  positiva con

otras  celulas  efectoras  como  linfocitos Thl,  Tcl  y  celulas  NK,  mientras que  tiene  una

correlaci6n  negativa  con  la  infiltraci6n  de  linfocitos  Tregs  (Curiel  y  col.,  2004;  Nufiez  y

col.,  2012;  Martin-Orozco  y  col.,  2009).    Tambien,  en  un  modelo  animal  el  grupo  de

Restifo mostr6 que linfocitos Thl7 generados /.n v/.fro inducen la eliminaci6n de tumores

en ratones en una forma dependiente de IFN-y, incluso mostrando ser mss efectivos que

las celulas Thl  (Muranski y col., 2008).  Mas tarde, este mismo grupo ademas demostr6

que las c6lulas Thl7  poseen caracteristicas troncales,  tales como la multipotencialidad

en   cuanto   a   la   capacidad   de   dar   origen   a   celulas   productoras   de   lFN-y,   y   la

autorenovaci6n ya que son capaces de proliferar y mantenerse por tiempos mas largos

que c6lulas terminalmente diferenciadas como los linfocitos Thl  (Muranski y col.,  2011).

Estos  resultados  sugieren  que  el  rol  anti-tumoral  de  los  linfocitos  Thl7  radica  en  su

capacidad    de     movilizar,     expandir    y/o    potenciar    otras    poblaciones    efectoras,

principalmente mediante la  producci6n de lFN-y.

Sin   embargo,   otros  estudios   sugieren  que   las  c6lulas  Thl7   cumplen   un   rol

inmunosupresor,  reprimiendo  la  respuesta  inmune  y  favoreciendo  de  esta  manera  el

inmunoescape tumoral. Se ha demostrado que linfocitos Thl 7 diferenciados en ausencia
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de  lL-23  no  son  patog6nicos  en  el  modelo  murino  de  la  esclerosis  mdltitiple  (EAE  por

Exper/.menfa/  Auto/.mmune  Encapha/onye//.i/.s)  e  incluso   producen  la  citoquina  anti-

inflamatoria  lL-10  (MCGeachy  y  col.,  2007).  Por otra  parte,  el  grupo  de  Ghiringhelli  ha

reportado que  linfocitos Thl7  pueden,  mediante la expresi6n  de  las  ectonucleotidasas

CD39  y  CD73,  producir  adenosina  extracelular,  molecula  inmunosupresora  capaz  de

inhibir  la  proliferaci6n  y  la  funcion  efectora  de  linfocitos  T  (Chalmin  y  col.,  2012).  La

expresi6n de  CD39 y CD73 seria inducida por IL-6 y TGF-P, principales citoquinas que

promueven  la diferenciaci6n  hacia el  linaj.e tipo  17  (Chalmin y col.,  2012).  La expresi6n

conjunta de estas ectonucleotidasas,  permitiria  metabolizar el ATP o ADP  liberado  por

las   c6lulas   dafiadas   en   el   microambiente   tumoral   y   transformarlo   en   adenosina,

favoreciendo de esta manera la mantenci6n del microambiente tumoral inmunosupresor.

En  ese  trabajo  se  muestra  ademas  que  la  transferencia  adoptiva  de  celulas  Thl7  a

ratones con tumores favorece el  crecimiento del tumor,  y que esta funci6n  pro-tumoral

depende de la expresi6n de CD39 por parte de las celulas Thl7 (Chalmin y col., 2012).

3.6        LinfocitosTcl7yel cancer

Si  bien  los  linfocitos  Tcl7  han  sido  menos  estudiados  que  sus  pares  Thl7,

estudios  recientes  aportan  evidencia  que involucra  a  estas  celulas  en  el  desarrollo  de

enfermedades infecciosas, en fen6menos de autoinmunidad y tambi6n en el cancer. Los

linfocitos Tcl7 secretan citoquinas inflamatorias clasicas del  linaje tipo  17  (lL-17,  lL-21,

lL-22,  TNF-or)  y  han  sido  encontrados  en  condiciones  de  inflamaci6n  cr6nica  como

lesiones de pacientes  con esclerosis mdltiple  (Tzartos y col.,  2008)   y psoriasis  (Res y

col., 2010).  La acumulaci6n de celulas Tcl7 ha sido observada en tumores humanos de

pacientes con cancer gastrico  (Zhuang  y col.,  2012),  de utero (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  tambi6n  en  diversos  modelos  de  cancer  incluyendo  el   modelo  murino  de

melanoma 816 (Kryczek y col., 2007). Sin embargo, Ia funci6n que cumplen estas c6lulas

en la inmunidad tumoral es controversial.

Dos estudios aportan evidencia a la hip6tesis que las c6lulas Tcl7 cumplirian un

papel anti-tumoral en el desarrollo del cancer.  En el primero, el grupo de Restifo mostr6

que   celulas  Tcl7   antigeno-especificas  generadas  /.n   v/.fro  muestran   actividad   anti-

tumoral  en  ratones  linfop6nicos  con  melanoma  establecido  (Hinrichs  y  col.,  2009).  En

este estudio, la funci6n anti-tumoral fue relacionada con la capacidad de las celulas Tcl 7

de  transformarse  a  un  fenotipo  productor  de  lFN-y  y  a  la  capacidad  de  persistir  por

tiempos largos en los ratones receptores.  Un segundo estudio, realizado por el grupo de

Dutton mostr6 que celulas Tcl 7 antigeno-especificas muestran actividad anti-tumoral en

el  modelo de  melanoma 816.OVA,  la  cual depende de la capacidad de producir lL-17,

lFN-y y TNF-Ch,  citoquinas que  mediarian  el  reclutamiento  de linfocitos T,  macr6fagos y

neutr6fi[os  al  microambjente  tumoral  favoreciendo  la  e]iminaci6n  de[  tumor  (Garcia-

Hernandez y col.,  2010).

No  obstante,  tambi6n  existe  evidencia  que  apoya  la  hip6tesis  que  las  c6Iulas

Tcl7,  a traves  de  la  producci6n de citoquinas  inflamatorias,  promueven e[  crecimiento

tumoral. Actualmente es aceptado que la inflamaci6n juega un rol crucial en el desarrollo

del   cancer,   contribuyendo   a  la   proliferaci6n,   sobrevida  y  metastasis  de   las  celulas

tumorales  (Grivennikov  y  col.,  2010;  Hanahan  y Weinberg,  2011).  La  angiogenesis  es

uno de los principales vinculos entre  la inflamaci6n y el desarrollo tumoral,  puesto que

favorece  la entrega de  nutrientes al tumor asi como tambi6n  la  metastasis.  Una de las

principales funciones pro-tumorales que se adjudican las c6Iulas Tcl 7 tiene relaci6n con

la  producci6n  de  lL-17  y su  actividad  pro-angiogenica.  Estudios  realizados  en  ratones
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inmunodeficientes muestran que la aplicaci6n ex6gena de lL-17 promueve la secreci6n

de  VEGF  y   otros  factores   pro-angiog6nicos   en   celulas   endoteliales  y  fibroblastos

promoviendo la vascularizaci6n tumoral (Grivennikov y col., 2010; Numasaki y col„ 2003,

2005).  Consistentemente,  se ha encontrado  una correlaci6n  positiva entre  la densidad

vascular tumoral  y  la  frecuencia  de  celulas Tcl7  infiltradas  en  tumores  (Zhang  y  col.,

2014).  Por  otra  parte,  un  estudio  en  pacientes  con  cancer gastrico  demostr6  que  las

c6lulas Tcl7 promueven el reclutamiento de MDSC al microambiente tumoral mediante

un mecanismo dependiente de la secreci6n de lL-17 (Zhuang y col.,  2012). Ademas se

ha  demostrado  que  los  linfocitos Tregs  pueden  promover la expansi6n  y sobrevida de

linfocitos  Tcl7,  y  en  acuerdo  con  esto,  se  encontr6  una  correlaci6n  positiva  entre  la

frecuencia de linfocitos Tregs y Tcl7 infiltrados en tumores de pacientes con cancer de

cabeza y cuello (Tsai y col., 2012). Ademas se ha correlacionado la frecuencia de celulas

Tcl7   infiltradas   al   tumor   y   parametros   clinico-patol6gicos   del   cancer,   existiendo

correlaci6n  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

correlaci6n negativa con el pron6stico de sobrevida del paciente (Zhuang y col., 2012).

Estos antecedentes demuestran que existe una controversia respecto del papel

que cumplen las c6lulas Tcl 7 en la inmunidad tumoral. Se ha demostrado que las c6lulas

Tcl7 corresponderian a un fenotipo mas troncal que otras c6lulas efectoras (Muranski y

col.,  2011),  actuando  en  la  respuesta  anti-tumoral  mediante  la  generaci6n  de  celulas

efectoras anti-tumorales productoras de lFN-y (Hinrichs y col.,  2009;  Garcia-Hernandez

y  col.,  2010).  En  acuerdo  con  lo  anterior,  nuestro  laboratorio  demostr6  que  ratones

deficientes en el factor transcripcional maestro del linaje Tcl7 (ratones Rorysfo'gfp) al ser

desafiados  con tumores transplantables  presentan  un  crecimiento tumoral  exacerbado
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con  respecto  a  ratones  silvestres,  apoyando  la  hip6tesis  que  las  c6lulas  del  linaje  17

(Thl7 y Tcl7) contribuirian en la respuesta inmune anti-tumoral (Nufiez y col.,  2012).  EI

objetivo de este seminario de titulo es aportar nuevas evidencias que permitan dilucidar

el papel de las c6lulas Tcl7 en el contexto de la inmunidad tumoral.

17



4.       Hip6tesis

Los linfocitos Tcl7 poseen capacidad antitumoral.

5.       Objetivos

5.1  0bjetivo general

Estudiar la funci6n de linfocitos Tcl 7 en el contexto tumoral.

5.2 0bjetivos especificos

5.2.1     Caracterizar los linfocitos Tcl7 en ratones con tumor.

5.2.2    Analizar la expresi6n de mol6culas pro-y anti-tumorales en los linfocitos Tcl7

generados in vt.fro.

5.2.3     Estudiar /.n v/.vo la funci6n pro-o anti-tumoral de los linfocitos Tcl7.

5.2.4     Estudiar la troncalidad de las celulas Tcl7.

18



6.       Materialesym6todos

6.1  Materiales

6.1.1     Anticuerpos

Los anticuerpos (anti  rat6n)  contra CD3 FITC (clon  17A2),  CD8a APceFluor780

(clan  53-6.7),  CD39  PE  (clon  24DMS1),  CD73  PE-Cy7  (clon  TY/11.8),  CD73  Percp-

eFluo710   (clon   TY/11.8),      lL-17   eFluor660   (clon   eBiol787),   lFN-yeFluor660   (clon

XMG1.2),  lFN-y-FITC  (clan  XMG1.2),  CDllc  APC  (clon  N418),  Ver2  PE  (clon  820.1),

CD16/32  (clon  93),  CD25  PE  (clon  PC61.5),  Perforina  PE  (clon eBiooMAK-D),  CD107a

eFluor660  (clon  lD4B),  PD-1  FITC  (clon J43),  PD-LI  PE  (clon  MIH5),  CTLA4  PE  (clon

UC10-4B9) y CD45.2  PE-Cy7 (clon  104) se obtuvieron en eBioscience;  los anticuerpos

contra VP5 FITC (clon MR9-4) y Streptavidin FITC se obtuvieron en BD Pharmigen; y los

anticuerpos  contra  CD4 APC  (clon  GK1.5),  lAb  FITC  (clon  25-09-17),  8220  APC  (clon

Ra3-682), VP5 APC (clon MR9-4), CD45.1 APC (clon A20), LAG3 Biotina (clon C987W),

lL-17  PE  (clon TCll-18H10.1) y Granzima  8 Alexa  Fluor647  (clon GBll) se obtuvieron

en  BioLegend.

6.1.2    Ratones

Ratones   C57BL/6   (\/VT),   OT-I,   OT-ll   y   86.SJL-Pfprca   Pep3b/BoyJ   (86.SJL)

(CD45.1 ), se obtuvieron en The Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA). Los ratones OT-

1  contienen  una inserci6n genetica que en  linfocitos T CD8+  lleva a  la expresi6n de un

TOR   transgenico   (cadenas   VCi2   y   VP5)   con   especificidad   contra   un   p6ptido   de

ovoalbtlmina (OVA257_264),  presentado en contexto MHC-I  H2-Kb.  De la misma forma los

linfocitos T CD4+ de ratones OT-ll expresan un TCR transg6nico (cadenas Vor2 y VP5)
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con especificidad contra un p6ptido de ovoalbtlmina (OVA323_339), presentado en contexto

de MHC-ll I-Ab  Todos los ratones se mantuvieron en el bioterio de la Fundaci6n Ciencia

y  Vida  en  condiciones  libres  de  pat6genos  especificos.   Para  los  experimentos  se

utilizaron ratones entre 6 y 12 semanas de edad.

6.1.3    Lineas ce]ulares y mode[os tumorales

La  linea tumoral  de  melanoma  murino  816.F10  (816)  se obtuvo  de ATCC.  Las

c6Iulas 816 que expresan la ovoalbdmina, 816.OVA fueron donadas por el Dr. Randolph

Noelle  (Dartmouth  Medical  School,  USA).  Para la  obtenci6n de tumores intrad6rmicos,

1,5 x  106  (816)  6  0,4 x  106  (816,OVA)   ce[ulas  se  inyectaron   por via  intradermica  (i.d.)

en el flanco derecho del dorso de  ratones de 6-10 semanas de edad.  La evoluci6n del

tamafio  de  los  tumores  se  evalu6  cada  dos  o  tres  dias  mediante  dos  mediciones

perpendiculares del tumor realizadas con un pie de metro.  Ratones con tumores de 300

mm2  o mas se sacrificaron por razones bioeticas.
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6.2   M6todos

6.2.1     Aislamiento de celulas de bazo, [infonodos y tumor

Para la obtenci6n de celulas de bazo, se extrajo el bazo del rat6n y se recibi6 en

una  placa  de  Petri  con  10  mL  de  RPMl  +  10%  SFB  y  se  perfundi6  para  obtener una

suspensi6n celular.  Esta suspensi6n se centrifug6 a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y

el pellet de c6lulas se resuspendi6 en 2 mL de buffer de lisis de g16bulos rojos (RBC Lisis

Buffer,  eBioscience) y se incub6 durante 5 minutos en hielo.  Las celulas se lavaron con

RPMl +  10% SFB y se resuspendieron en 10 mL del mismo medjo

Para la obtenci6n de celulas desde los linfonodos perifericos (PLN por Per7.phera/

Lympfr IVode) o linfonodos drenantes del tumor (TdLN por Tumor c/ra/.n/-ng Lymph IVoc/e),

estos  se  extrajeron  y  se  disgregaron  mecanicamente  con  una  tijera.  La  suspensi6n

celular se filtr6  por una  malla  metalica  de 90  prm,  Ilevando  a  un volumen de  5  mL con

RPMl  +  10% SFB.

Tumores  entre  50  y  150  mm2  se  extrajeron  y disgregaron  mecanicamente  con

una tijera en HBSS + 5% SFB. Luego, la suspensi6n celular y restos de tejido se llevaron

a  5  mL  con  HBSS  +  5%  SFB  y  se  realiz6  una  digesti6n  enzimatica  con  1  mg/mL  de

Colagenasa  D  (Roche)  y  50  ug/mL  de  DNAsa  I  (Roche)  a  37°C  con  agitaci6n  suave

durante 30 minutos.  A[ terminar la digesti6n,  el tejido se filtr6 a traves de una malla de

70 prm  (cell strainer,  BD),  se centrifug6 a 500 x g durante 5 minutos a 4°C y las c6Iulas

se  resuspendieron  en  2  mL  de  buffer de  lisis  de  g16bulos  rojos  y  se  incubaron  par 5

minutos en  hielo.  Tras el tratamiento,  las celulas se lavaron y luego resuspendieron en

3 mL de Percoll 40%.  Con una pipeta  Pasteur,  se agreg6 el mismo volumen de Percoll
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70%  bajo  la suspensi6n  celular,  y se  centrifug6  a  750 x g  durante  20  minutos  a 25°C.

Luego, se recuperaron las c6lulas mononucleares contenidas en el anillo que se produce

entre las dos fases y se traspasaron a otro tubo. Las celulas se lavaron con HBSS + 5%

SFB   de   manera   de   eliminar   el    Percoll    remanente.    Finalmente,    las   celula§   se

resuspendieron en 3 mL de RPMl + 10% SFB.

Para  determinar  el  ntlmero  de  c6Iulas  obtenido,  se  tom6  una  alicuota  de  la

suspensi6n celular y se contaron las c6lulas en una camara de Neubauer con tinci6n de

azul de tripan.

6.2.2    Generaci6n de c6Iulas Tcl y Tcl7 /.n v/.fro

Para obtener celulas Tcl  y Tcl 7 especificas contra OVA, se aislaron linfocitos T

virgenes  a  partir  de  bazo  de  ratones  OT-I  y  se  activaron,  en  diferentes  condiciones

polarizantes,  en presencia de c6lulas dendriticas obtenidas a partir de bazo de ratones

C57BL/6.

Los  linfocitos T CD8+ se aislaron  a partir del bazo de un  rat6n  OT-I.  Para esto,

se perfundi6 el bazo de un  rat6n OT-I y se lisaron  los g16bulos rojos (ver secci6n 6.2.1).

Para purificar los linfocitos CD8+,  Ias c6lulas obtenidas desde el bazo se incubaron con

perlas  magn6ticas  acopladas  a  anticuerpos  Ch-CD8a  (CD8a  /Ly2/  M/.oroBeads mouse,

Miltenyi  Biotec)  (75 HL de perlas par cada  100 millones de celulas) en Verseno + 0,5%

SFB,  durante 20  minutos  a 4°C con  agitaci6n  rotatoria  suave.  Luego de la  incubaci6n,

las celulas se lavaron y resuspendieron en  1  mL de Verseno + 0,5% SFB.  Los linfocitos

T  CD8  se  purificaron  mediante  separaci6n  inmunomagnetica  (columnas  LS,  Miltenyi

Biotec).    La    pureza   de   la    preparaci6n   se   verific6   mediante   citometria   de   f]ujo,

obteni6ndose siempre al menos un 80% de c6lulas CD8+.
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Para obtener celulas dendriticas (DCs),  se extrajo el bazo de un rat6n C57BL/6,

y se  recibi6 en  5  mL de PBS  +  10%  SFB.  Se disgreg6 con  una tijera,  y se realiz6  una

digesti6n  enzimatica  con  1  mg/mL de  Colagenasa  D  (Roche)  y  50  Lig/mL  de  DNAsa  I

(Roche) a 37°C con agitaci6n rotatoria leve durante 45 minutos. AI finalizar la incubaci6n,

la  muestra  se  filtr6  con  un  ce// sfra/.Her de  70  Hm,  se  centrifug6  a  600  x  g  durante  7

minutos a 4°C y se lisaron  los g16bulos rojos (ver secci6n 6.2.1).  Para purificar las DCs,

las  c6lulas  obtenidas  desde  el  bazo  se  incubaron  con  perlas  magn6ticas  acopladas  a

anticuerpos er-CDllc (CD77c M/.croBeads mouse,  Miltenyi  Biotec)  (40prL de  perlas  por

cada  100 millones  de c6lulas)  en Ver§eno + 0,5%  SFB,  durante 20 minutos  a 4°C con

agitaci6n    rotatoria    suave.    Luego    de    la    incubaci6n,    las    celulas    se    lavaron    y

resuspendieron  en  1  mL de Verseno  +  0,5%  SFB.  Las celulas  dendriticas  CDllc+ se

purificaron  mediante  separaci6n  inmunomagnetica  (Columnas  LS,  Miltenyi  Biotec).  La

pureza de la preparaci6n se verific6 mediante citometria de flujo,  obteni6ndose siempre

al menos un 80% de celulas CDllc+.

Una vez obtenidas las DCs y los linfocitos T CD8+,  las c6lulas se co-cultivaron a

una  proporci6n  1 :5  (2 x  104 DCs y  1  x  105 linfocitos T CD8+  por pozo),  en  placas de 96

pocillos  de  fondo  redondo,  en  presencia  del  anticuerpo  activador  er-CD3e  (clon  145-

2C11, eBioscience) a una concentraci6n final de 1  Hg/mL en medio lMDM suplementado

con   10%  de  SFB,   0,25Hg/mL  de  Fungizona  y  0,05  LiM  de   P-mercaptoetanol.   Para

polarizar  los  linfocitos T  CD8+  hacia  un fenotipo Tcl7,  el  medic  se suplement6  con  2

ng/mL de rh-TGF-P1  (eBioscience),  20  ng/mL de  rm-lL-6  (R&D  System)  y 5  Lig/mL del

anticuerpo bloqueador or-lFN-y (clon XMG1.2,  BioLegend).  Para polarizar los linfocitos T

CD8+ hacia  un fenotipo Tcl,  el  medio se suplement6  con  10  ng/mL de rm-lL-12  (R&D

Systems) y 10 ng/mL de lL-2 (eBioscience). El co-cultivo se incub6 durante 4 dias a 37°C
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y 5% C02, luego de lo cual se recuperaron las celulas y se analiz6 su fenotipo mediante

citometria de flujo.

6.2.3    Evaluaci6n de mol6culas de superficie por citometria de flujo

La caracterizaci6n fenotipica de las distintas poblaciones celulares se realiz6 por

citometria de flujo multiparam6trica (FACscanto 11,  BD Biosciences).  Para la detecci6n

de mol6culas de superficie mediante citometria de flujo,  entre 0,1  y  1,0 x 106 celulas se

incubaron  con  un anticuerpo contra  CD16/CD32 (Fc Block) en  PBS  + 2% SFB diirante

20  minutos  a  4°C  y  oscuridad  para  bloquear  los  receptores  Fc.  Luego,  se  lavaron  las

c6lulas   con   PBS   +   2%   SFB   y   centrifugaron   a   600   x   g   por   7   minutos   a   4°C.

Posteriormente,  Ias  c6lulas  incubaron  con  los  respectivos  anticuerpos fluorescentes  y

con Ft.xab/e Vi.abt./i.fy Dye eFluor780 (eBioscience) para descartar las celulas muertas, en

PBS  +  2%  SFB  durante  30  minutos  a  4°C  en  oscuridad.  Finalmente,  las  c6lulas  se

lavaron  con  PBS  + 2%  SFB,  se centrifugaron  a 600 x g  durante 7  minutos  a 4°C y se

resuspendieron en 200 prL de  PBS + 2%  SFB  para ser analizadas en el  cit6metro.  Los

datos de citometria se analizaron con el programa F/owJo (Tree Star,  lnc.)

6.2.4    Evaluaci6n de c6Iulas productoras de citoquinas por citometria de flujo

Para analizar la expresi6n  intracelular de citoquinas por parte de linfocitos T se

realiz6  una activaci6n  policlonal /.n  v/.fro.  C6lulas de  bazo,  de  PLN,  de tumor o  linfocitos

Tcl  o Tcl7 generados /n v/.fro se incubaron a 2 x 106 c6lulas/mL en RPMl  10% SFB, en

presencia de PMA 0,25 HM (Sigma),  ionomicina 1  Lig/mL (Sigma) y 1 lil/mL de Brefeldina

A  (Golgiplug,   BD   Biosciences),   durante  4  horas  a  37°C  y  5%   C02.   Luego  de   la

incubaci6n,   las  celulas  se  centrifugaron  a  600  x  g  durante  7  minutos  a  4°C  y  se

resuspendieron en  PBS + 2%  SFB.  Las celulas se marcaron en superficie (ver secci6n
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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   (lL-17A  y  lFN-y),   las  celulas  se  fijaron  y  permeabilizaron,

resuspendi6ndolas  en  200  prL  de  Cytofi.X/Cyfaperm  (BD  Biosciences)  e  incubandolas

durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Al cabo de la incubaci6n, Ias celulas se lavaron

con  700  prL  de  Permwash  (BD  Biosciences)  y  se  centrifugaron  a  700  x  g  durante  8

minutos   a  4°C.   Luego,   las   c6lulas   se   incubaron   con   los   respectivos   anticuerpos

fluorescentes (a-lL-17A, a-IFN-y) diluidos en 100 HL de Permwash durante 30 minutos a

4°C  en  oscuridad.  Finalmente,  Ias  c6lulas  se  lavaron  con  700  lil  de  Permwash,  se

centrifugaron  a 700 x g  por 8 minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 LiL de  PBS +

2% SFB para ser analizadas en el cit6metro.  Los datos de citometria se analizaron con

el programa F/owJo (Tree Star, lnc.)

6.2.5    Evaluaci6n de marcadores funcionales de citotoxicidad por citometria de

flujo

Para  analizar la  expresi6n  intracelular de  Granzima  a  en  linfocitos T de  PLN  o

TdLN,  las  celulas  T  se  activaron  en  forma  policlonal  /.n  v/.fro.  Para  esto,  se  incubaron

c6lulas de PLN o TdLN  (ver secci6n 6.2.1) en placas de 96 pocillos de fondo redondo a

0,2  x  106 celulas  par  pozo  en  200  uL  de  lMDM  +  10%  SFB  suplementado  con  los

anticuerpos  activadores  or-CD3e  (clon  145-2C11,  eBioscience)  y  Ch-CD28  (clon  37.51,

Biolegend)  ambos  a  una  concentraci6n  final  de  1  pug/mL.  Las  c6lulas  se  incubaron  18

horas  a  37°C y 5%  C02,  y posteriormente se centrifugaron  a 600 x g   par 7  minutos a

4°C y se resuspendieron en PBS + 2% SFB.  Los linfocitos T de PLN o TdLN activados,

se  marcaron  en  supefflcie  (ver  secci6n  6.2.3).  Luego  del  marcaje  de  superficie,  las

celulas  se  centrifugaron  a  600 x g  por 7  minutos  a 4°C y  se fijaron  y  permeabilizaron
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resuspendiendolas en 300 LIL de Foxp3 F/.xaf/.onflermeab/.//.zaf/.or] Buffer (eBiocience) e

incubandolas  durante  20  minutos  a  4°C  en  oscuridad.  Al  cabo  de  la  incubaci6n,  las

celulas  se   lavaron   con  700   HL  de   Permeab/.//.zaf/`on  Buffer  (BD   Biosciences)   y  se

centrifugaron a 700 x g durante 8 minutos a 4°C.  Luego, las c6lulas se incubaron con el

anticuerpo fluorescente a-gzmB diluido en 100 prL de Permeab/.//.zaf/.on Buffer durante 30

minutos   a   4°C   en   oscuridad.   Finalmente.   Ias   celulas   se   lavaron   con   700   prL   de

Permeab/.//.zaf/.on   Buffer,   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 cit6metro.

Para analizar la expresi6n en superficie de CD107a y la expresi6n intracelular de

granzima  a  y  Perforina  en  linfocitos  Tcl  o  Tcl7  generados  /.n  v/.fro  las  celulas  no  se

reactivaron.   Las   c6Iulas   se   marcaron   en   superficie   (secci6n   6.2.3)   incluyendo   el

anticuerpo fluorescente a-CD107a. Luego del marcaje de superficie, las celulas se fijaron

y permeab.iliearon con Foxp3 Fixationlpermeabilization Buffer (eB.loo-ience) (ver secc.i6ri

6.2.5).  Luego,  las  celulas  se  incubaron  con  los anticuerpos f]uorescentes  a-gzmB  y a-

Perforina  diluidos  en  100  Lil  de  Permeab/.//.zaf/.on  Buffer durante  30  minutos  a 4°C  en

oscuridad.  Finalmente, las celulas se lavaron con 700 HL de Permeab/.//.za!/.on Buffer, se

centrifugaron  a 700 x g  par 8  minutos a 4°C y se resuspendieron  en 200 prL de  PBS +

2%  SFB para ser analizadas en el cit6metro.  Los datos de citometria se analizaron con

el programa F/owJo (Tree Star,  lnc.)

6.2.6    Cuantificaci6n de la producci6n de citoquinas

Linfocitos Tcl  o Tcl7  generados  /.n  v/.fro  se  activaron  a  1  x  106  c6lulas/mL en

RPMI  10% SFB en presencia de PMA 0,25 uM  (Sigma) y   lonomicina  1  Hg/mL (Sigma)

por 4 horas a 37°C y 5% C02.  Luego de la activaci6n se centrifugaron las celulas a 600
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x  g  durante  7  minutos  a 4°C,  se  recuper6  el  sobrenadante  y  se  guard6  a -80°C  para

posteriormente  cuantificar  las  citoquinas  producidas.  Las  citoquinas  IL-2,  lL-17,  IFNry,

TNF-er,  lL4,  lL-6  e  lL-10  se  cuantificaron  mediante  CBA  (Cytometric  Bead  Array)  (kit

Th7„h2/77i77,   eBioscience).   La  cuantificaci6n  de  GM-CSF  se  realiz6   mediante  un

ELISA de captura (kit BD OptEIA,  BD  Biosciences).

6.21    Cell sorting

En  algunos  casos  se  aislaron  c6lulas  Tcl7  generadas  /.n  v/.fro  mediante  ce//

sort/'ng en base a la expresi6n de lL-17 en superficie.  Esto es posible debido a que la lL-

17 forma  heterodimeros  con  la  lL-17F,  la  cual  tiene  dominios transmembrana,  lo  que

permite  la  expresi6n  transitoria  de  lL-17  en  la  superficie  (Brucklacher-Waldert  y  col.,

2009).  Brevemente,  c6Iulas Tcl7 generadas /.n v/fro se estimularon a 2 x 106 celulas/mL

con PMA 0,12 prM (Sigma) y lonomicina 0,5 pug/mL (Sigma) por 4 horas a 37°C y 5% C02.

Luego  se  realiz6  un  marcaje  en  superficie  con  ChlL-17A PE  y  ercD8a APceFluor780 y

posteriormente se aislaron las c6lulas CD8a+lL17A+ utilizando un ce// sorfer (FACSAria

11,  BD  Biosciences).

6.2.8    Ensayo de citotoxicidad in vi.fro

Para evaluar la capacidad citot6xica de c6lulas efectoras se realiz6 un ensayo de

citotoxicidad /.r} v/.fro.  Para esto, 2 x 104 celulas 816-F10 (c6lulas blanco) resuspendidas

en  200  LIL  de  RPMl  +  10%  SFB  suplementado  con  P-mercaptoetanol  (0,05  LiM)  se

sembraron en placas de 96 pocillos de fondo plano. Luego de 24 horas se aspir6 el medio

y se agreg6  medio fresco suplementado con  peptido OVA257.264 (30nM)  y se incubaron

por 2 horas a 37°C y 5°/o C02, luego de lo cual se aspir6 el medio y se agregaron distintas
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concentraciones de celulas efectoras Tcl  o Tcl7 en 200 LiL de medio fresco.   Luego de

4 horas de incubaci6n a 37°C y 5% C02 se recuperaron las celulas en suspensi6n y se

recuperaron las c6lulas adherentes incubando con tripsina por 10 minutos a 37°C.  Las

c6lulas recuperadas se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C y se resuspendieron

en  100 LIL PBS + 2% SFB.  Para discriminar entre celulas efectoras (CD45.2+) y c6lulas

blanco (CD45.2-) se realiz6 un marcaje en superficie (ver secci6n 6.2.3) con el anticuerpo

fluorescente ChcD45.2.  Luego del  marcaje las  celulas  se  centrifugaron  a 600 x g  por 7

minutos a 4°C y resuspendieron en  100 prL de B/.nd/.ng Buffer (10 mM  HEPES,140 mM

Nacl, 2,5 mM Cac12,  pH = 7,4) que contenia 1  ILL de Anexina V-FITC (BD Biosciences)

y 2LiL de yoduro de propidio (50prg/mL) (Sigma). Las c6lulas se incubaron por 20 minuto§

a temperatura ambiente en oscuridad.  Luego de la incubaci6n se agregaron  300 HL de

Bt.nd/.ng Buffer y se analiz6  la  muerte celular por citometria de flujo.  Para el calculo del

porcentaje de lisis especifica se utiliz6 la formula:

% 1isis especffica  =
loo X (%lisis muestra-%lisis basal)

100-%lisis basal

D6nde:%lisis muestra   = lisis en presencia de una proporci6n de celulas efectoras ITc)

%Iisis basal         = lisis en ausencta de celulas efectoras

6.2.9    Ensayo de inmunosupresi6n jn v/.fro

Los  linfocitos  T  CD4+  se  aislaron  desde  el  bazo  de  ratones  OT-ll  mediante

separaci6n inmunomagnetica utilizando perlas or-CD4 (CD4 /L3r4/ M/.croBeac/s not/se,

Myltenyi  biotec) (ver secci6n 6.2.2).  Los linfocitos T CD4+ purificados se centrifugaron a

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

suplementado  con  1  Lil/mL  de  Ce//  Trace  V/.o/ef  (Life  Technologies).  Las  celulas  se
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incubaron 20 minutos a 37°C en oscuridad y luego se agregaron 5 vommenes de RPMl

+  10% SFB.  Luego de 5 minutos las celulas se centrifugaron a 600 x g  par 7 minutos a

4°C y se resuspendieron en  lMDM +  10%  SFB,  0,25prg/mL de Fungizona y 0,05 LiM de

P-mercaptoetanol  a  la  concentraci6n  deseada.   Los  linfocitos  T  CD4+  marcados  se

cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo redondo a 5 x 104 celulas por pozo en 200

HL y se activaron con peptido OVA323.339 (2quM) en presencia de 2 x 104 DCs (ver secci6n

6.2.2). Ademas, se agregaron linfocitos Tcl  o Tcl 7 generados /.n v/.fro (ver secci6n 6.2.2)

en   distintas   proporciones   respecto   de   los   linfocitos  T  CD4+.   Algunos  ensayos  se

realizaron en  presencia de AMP  100 HM  (Sigma),  sustrato de CD73,  o en presencia de

APCP 500 HM (Sigma) un inhibidor especifico de CD73.  Otros ensayos se realizaron en

placas  7+answe// (diametro del poro de 0,4 Hm,  Coming  Life Sciences)  cultivando a los

linfocitos  CD4+ y  las  DCs  en el  compartimento  inferior,  y las  celulas Tcl  o Tcl7  en el

compartimento  superior.  Los  co-cultivos  se incubaron  a  37°C y 5%  C02  por 96  horas,

Iuego de lo cual se recuperaron  las celulas y se analiz6 la diluci6n de Ce// Trace  V/.o/ef

por citometria de flujo.

6.2.10  Transferencia adoptiva de c6lulas Tcl  y Tcl7

Al dia 10 posterior a la inyecci6n i.d. de celulas tumorales (816.OVA) (ver secci6n

6.1.3),1  x 106 celulas Tcl 7 o Tcl  generadas t.rt vt.fro a partir de ratones OT-I (ver secci6n

6.2.2) se inyectaron en el rat6n por via intravenosa (i.v.) en la vena lateral de la cola.  EI

crecimiento  del  tumor  se  evalu6  haciendo  dos  mediciones  perpendiculares  al  tumor

utilizando  un pie de metro.  Cuando el  protocolo experimental lo requiri6,  Ios ratones se

sacrificaron para analizar las c6lulas transferidas mediante citometria de flujo,
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6.2.11  Analisis estadistico

Para  el  analisis  estadistico  entre  dos  grupos  de  datos  se  utiliz6  la  prueba  de

Mann-Whitney de  dos  colas.  Para  el  analisis  estadistico  de  las  curvas  de  crecimiento

tumoral  entre  distintos tratamientos  se  utiliz6  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.       Resu ltados

7.1        Las c6Iulas Tcl7 end6genas no poseen marcadores de citotoxicidad y

expresan altos niveles de la ectonucleotidasa CD73

La frecuencia  y fenotipo de  las  celulas  CD8+  end6genas  productoras  de  IL-17

(Tcl7) fue analizado mediante citometria de flujo en bazo y linfonodos perifericos (PLN

por Pen.phera/ Lymph IVode) de ratones C57BL/6 sanos (sin tumor).  Como se observa

en  la figura  1,  el  porcentaje de c6lulas Tcl7 en bazo de ratones sin tumor corresponde

a un 0,07 ± 0,01  % de las celulas CD8+,  mientras que en el PLN es diez veces superior

(0,75 ± 0,08 % de las c6lulas CD8+).

En  pacientes  humanos  y  modelo§  animales  de  cancer se  ha  demostrado  una

expan§i6n de celulas Tcl7 en el tumor (Zhuang y col„  2012:  Kryczek y col.,  2007),  por

lo  cual  se  utiliz6  el  modelo  de  melanoma  murino  (816)  para  estudiar  la  frecuencia  y

fenotipo de las celulas Tcl7 en el tumor y en los 6rganos linfoides asociados.  Como se

observa en la figura lA, el porcentaje de celulas Tcl7 en el bazo (0,29 ± 0,04%) y en el

6rgano linfoide asociado al tumor (TdLN  por Tumor dra/.n/.ng Lymph IVode/ (2,11  ± 0,42

%) de ratones con tumor es 3 veces mayor en comparaci6n a ratones sin tumor. Par otra

parte, en el tumor se observ6 un 0,12 ± 0,03 % de c6lulas Tcl7 (figura  lA,18).

Para   entender   la   funci6n   que   cumplen   las   celulas   Tcl7   en   la   inmunidad

antitumoral,    estudiamos    las   propiedades   citot6xicas   de    las    celulas   Tcl7   y   las

comparamos a las celulas Tcl , que son los linfocitos T CD8+ citot6xicos clasicos.  Para

esto,  celulas Tcl  (CD8+lFN-y+) y c6lulas Tcl7  (CD8+lL17-A+) de 6rganos  linfoides de

ratones sanos o con tumor se activaron /-n v/.fro con a-CD3 mss a-CD28 y se analiz6 la

expresi6n del  marcador clasico de citotoxicidad  Granzima a (gzmB).  Como se observa



0.1
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Figura 2. Las c6Iulas Tcl7 end6genas no expresan granzima a. (A) Histogramas
de  la  expresi6n  de  granzima  8  en  c6lulas  Tcl  (CD8+lFNry+)  (rojo)  y  Tcl7  (CD8+lL-
17A+)  (azul)  de  PLN  o  TdLN  luego  de  18  hrs.  de  activaci6n  /.n  v/.fro  con  a-CD3  y  a-
CD28.  El  histograma  gris  corresponde  al  control  negativo  FMO  (fluorescence  minus
one).   (a)   Cuantificaci6n  de   la   intensidad  media  de  fluorescencia   (MFl   por  Mean
Fluorescence  Intensity) para granzima a (n = 4).  Las barras indican la  media ± SEM.
* p<0,05 test de Mann-Whitney

Antecedentes  de  la  literatura  demuestran  que  los  linfocitos  Thl7  reguladores

expresan  las  ectonucleotidasas   CD39  y  CD73  (Chalmin  y  col.,  2012).  Puesto  que  las

celulas   Tcl7   no   expresan   el   marcador  citot6xico   gzmB   (Figura   2),   estudiamos   la

expresi6n  de  las ectonucleotidasas  CD39 y CD73 en  la superficie de estas c6lulas.  En

la   figura   3    se   observa   que   celulas   Tcl7   tienen    mayor   expresi6n    de   ambas

ectonucleotidasas en comparaci6n a las celulas Tcl .
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Figura  3.  Las  celulas Tcl7 end6genas expresan  las ectonucleotidasas  CD39 y
CD73.  (A)  Histogramas de la expresi6n de CD39 y CD73   en celulas Tcl  (CD8+lFN-

y+) (rojo) y Tcl 7 (CD8+lL-17A+) (azul) de PLN o TdLN. El histograma gris corresponde
al  control  negativo  FMO  (#uorescence  in/.nus  one).  (a)  Cuantificaci6n  (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 C6Iulas Tcl7 generadas /.n vifro no son citot6xicas y expresan altos

niveles de CD73

Para elucidar el rol funcional de las c6lulas Tcl 7, se generaron c6lulas Tcl y Tcl 7

/.n  vt.fro  y  analizamos  en  estas  c6lulas  la  expresj6n  de  marcadores  de  citotoxicidad,

marcadores  inhibitorios  de  la  respuesta  inmune y  la  producci6n  de  citoquinas.  Para  la

generaci6n  de  c6lulas  /.n   v/.fro,   linfocitos  T  CD8+  obtenidos  desde  bazo  de  ratones

C57BL/6 se activaron  /.n  v/.fro con  a-CD3 y  DCs,  en  presencia  de TGF-f},  lL-6 y Ch-lFNry

para  la  generaci6n  de Tcl7,  y  de  lL-2  e  lL-12  para  la  generaci6n  de Tcl .  Luego  de 4

dias de polarizaci6n se analiz6 el fenotipo de las celulas Tcl  y Tcl 7 diferenciadas.  Para

analizar  la  producci6n  de  citoquinas  las  celulas  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   condici6n   de

polarizaci6n a Tcl 7 se logr6 generar un 70,8 ± 3,3 a/o de celulas productoras de lL-17A

Figura  4.  Generaci6n  de  c6lulas  Tcl  y  Tcl7  i.n  vi.fro.  Se  aislaron  celulas  CD8+
totales  de  bazo y se  co-cultivaron  con  DCs  y a-CD3  (1ijg/mL) en  presencia de  lL-6,
TFGP  y Ci-lFN+  para  generar c6Iulas  Tcl7,  o  IL-2  e  lL-12  para  generar c6lulas  Tcl.
(ver  secci6n  6.2.2  en  materiales  y  m6todos)  (A)  Analisis  par  citometria  de  flujo  de
citoquinas  intracelulares en  celulas Tcl  y Tcl7 generadas  ;.n  vt.fro luego de 4  hrs de
activaci6n  /.n  vi.fro con  PMA y  lonomicina  en  presencia  de  Golgiplug  (Brefeldina).  (8)
Cuantificaci6n del porcentaje de celulas lFN-y+ o lL-17A+ en los cultivos de generaci6n
de Tcl  y Tcl7.  Las barras indican la media ± SEM. ** p<0,01  test de Mann-Whitney.
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y un  21,9 ± 2,2  % de c6lulas  productoras de  lFN-y (figura 4A,B).  Por otra  parte bajo  la

condici6n de polarizaci6n a Tcl  se logr6 generar un 83,7 ± 3,1 % de c6lulas productoras

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

Para  caracterizar  las  celulas  Tcl7  generadas  /.n  v/.fro,  se  analiz6  el  patr6n  de

citoquinas  (lL-10,  IL-17A,  lFN-y,  TNF-Ch,  lL-6,  lL4,  lL-2,  GM-CSF)  secretado  por estas

c6lulas  (figura  5).  Para  esto  se  estimul6  el  mismo  ndmero  de  celulas Tcl  o Tcl7  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 observ6 que las celulas Tcl  mostraron mayor producci6n de IFNJy que las c6lulas

Tcl 7, mientras que s6Io las c6Iulas Tcl 7 produjeron IL-17A (figura 5). Notablemente, las

c6lulas Tcl7 tambien  produjeron  mayores  niveles de TNF-Ch,  lL-2 y GM-CSF  (figura 5)

que las c6lulas Tcl ,  y menores niveles de la citoquina anti-inflamatoria lL-10 (figura 5).

12                                                                      a Tcl
91i*5IE4* lITcl,I

P3210 nsI_IE *0

EHI i E   ==  ri  ii
IL-10      lL-17A   "F-t[lFNi      IL€        IW        IL-2       GM-CSF

Figura 5.  Producci6n  de citoquinas  por c6lulas Tcl  y Tcl7 generadas /.n v/.fro.
Celulas Tcl  o Tcl 7 generadas /.n v/.fro (ver secci6n 6.2.2 en materiales y metodos) se
re-activaron   a   1   x   106     celulas/mL  con   PMA  y   lonomicina   por  4   horas.   En   los
sobrenadantes colectados se cuantific6  Ia  presencia de  lL-10,  lL-17A,  TNF-Ci,  lFN-y,
lL-6,  lL-4,  lL-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  analiz6  Ia  expresi6n  de  marcadores  clasicos  del  linaje  citot6xico

(granzima  a,  perforina,  CD107a)  y  de  marcadores  relacionados  a  la  inhibici6n  de  la

respuesta  inmune  (CD39,  CD73,  PD-1,  PD-L1,  CTLA4,  LAG3)  (figura  6).  AI  evaluar la

expresi6n  de  las ectonucleotidasas CD39 y CD73  en  la superficie de las celulas Tcl  y

Tcl 7 generadas /'n v/.fro se encontr6 que las celulas Tcl 7 generadas /.n v/.fro no expresan

CD39, mientras que las c6lulas Tcl  expresan fuertemente esta enzima (figura 6A,B). Por

otra  parte,  las celulas Tcl7 poseen una mayor expresi6n de  CD73 que las c6lulas Tcl

(figura  6A,B),  similar a  lo  que  ocurre  con  las  poblaciones  end6genas  (figura  3).  Si  bien

no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la expresi6n de otras moleculas

inhibitorias como PD-1, PD-L1, CTLA-4 y LAG3 entre las celulas Tcl  y Tcl7 generadas

/.n  v/.fro,  las  celulas Tcl  muestran  en general  una  mayor expresi6n  de estas  moleculas

(figura 6A,B).

Interesantemente,  las  c6lulas Tcl7 generadas /.n  v/.fro no expresan  granzima  a

intracelular mientras  que todas  las  c6Iulas Tcl  expresan  este  marcador  (figura  6A,B),

resultado que concuerda con lo observado en las celulas Tcl 7 end6genas (figura 2). Por

otra parte,  la expresi6n de perforina y CD107a  (marcador de degranulaci6n) fue menor

en  c6lulas  Tcl7  que  en  celulas  Tcl  (figura  6A,B).  Estos  resultados  sugieren  que  las

c6lulas  Tcl7  generadas  /.n  v/.fro,  al  igual  que  las  c6lulas  Tcl7  end6genas,  no  poseen

capacidad citot6xica.

Para   evaluar  directamente   la   capacidad   citot6xica   de   las   c6lulas  Tcl7,   se

generaron c6lulas Tcl  y Tcl 7 desde un rat6n OT-I, cuyos linfocitos T CD8+ expresan un

receptor  de  c6Iulas  T  (TCR)  transg6nico  que  reconoce  el   peptido  OVA257_264  en  un

contexto   H2-Kb.   Celulas   blanco   816   (>95%  viabilidad)   se   cargaron   con   el   peptido
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Figura 6. Caracterizaci6n de c6lulas Tcl  y Tcl7 generadas in yi.fro. Se generaron
c6lulas Tcl  y Tcl 7 in vt.fro (ver secci6n 6.2.2 en materiales y metodos) y se analiz6 su
fenotjpo  por citometria  de  flujo.  (A)  Histogramas  de  la  expresi6n  de  marcadores  de
c6lulas T citot6xicas  (granzima  a,  perforina y  CD107a)  y de  marcadores  inhibitorios
(CD39,   CD73,   PD-1,   PD-L1,   CTLA4,   LAG3)   en   c6lulas  Tcl   (rojo)   o  Tcl7   (azul)
generadas   i.n    v/.fro.    El    histograma   gris   corresponde   al    control    negativo   FMO
(fluorescence minus one).  CD107a y perforina (n=1 ) (a) Cuantificaci6n de la expresi6n
de granzima  8 (GzmB),  CD39,  CD73,  PD-1,  PD-L1,  CTLA4 y LAG3   en c6lulas Tcl  y
Tcl7 generadas in vitro (n=3-6).  Las barras indican la media ± SEM del porcentaje de
celulas positivas.  ns:  no significativo; ** p<0,001  test Mann-Whitney.

OVA257.264 y  se  incubaron  por 4  horas  con distintas  proporciones  de c6lulas Tcl7  o Tcl

generadas  i.n  v/.fro.  Luego  de  la  incubaci6n  se  analiz6  la  muerte celular en  la  poblaci6n

blanco por citometria de flujo mediante un marcaje doble con yoduro de propidio (PI  por

prap/.d/.urn  i.od/'de)   y  anexina  V  (anv).   Este   marcaje  permite  distinguir  c6lulas  vivas

(anv-   Pl-),   celulas  apopt6ticas  (anv+   Pl-)  y  celulas   muertas  (anv+   Pl+).   Coma  se

observa en la figura 7A, las celulas 816 solas mantienen un alto porcentaje de viabilidad
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durante  el  ensayo  (87%  vivas,  7%  apopt6ticas,  6%  muertas)  (figura  7A).  En  presencia

de celulas Tcl  en  una  proporci6n  10:1  (Tcl:816) se observa  la  inducci6n de apoptosis

en   las  c6lulas   blanco   (23%  vivas,   61%   apopt6ticas,   14%   muertas)   (figura  7A).   En

contraste,  en  presencia de celulas Tcl7 en una proporci6n  10:1  (Tcl7:816) se observa

una  menor  inducci6n  de  apoptosis  (70%  vivas,  20°/o  apopt6ticas,  8%  muertas)  (figura

7A).   Sin  embargo,   el  efecto  citot6xico  s6lo  fue  dependiente  del   ndmero  de  c6lulas

efectoras en el caso de las Tcl  (figura 78).  Este resultado sugiere que la a diferencia de

las  c6lulas  Tcl,   Ias  celulas  Tcl7   no  poseen  capacidad  citot6xica  frente  a  celulas

tumorales cargadas con ant[geno.
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Figura  7.  Las  c6Iulas Tcl7  generadas  /.n  y/.tro  no son  citot6xicas.  C6lulas  blanco
(816)  cargadas  con   peptido  OVA257.264  se  incubaron  con  celulas  Tcl   o  Tcl7  0VA-
especificas  (OT-I)  y  luego  de  4  horas  se  evalu6  la  apoptosis  en  las  celulas  816  por
citometria de flujo (ver secci6n 6.2.8 en materiales y m6todos). (A) Graficos de citometria
de flujo en la poblaci6n 816 (CD45-) que muestran el marcaje de anexina V (anv) yoduro
de  propidio  (Pl).  A  la  izquierda:   celulas  816  incubadas  solas;  al  centro:  c6lulas  816
incubadas  con  Tcl  en  proporci6n  10:1  (Tcl:816);  a  la  derecha:  celulas  816  incubadas
con  Tcl7  en  proporci6n  10:1  (Tcl7:816).  (a)  El  grafico  muestra  el  porcentaje  de  lisis
especifica en funci6n de la proporci6n de celulas efectoras (Tcl  6 Tcl 7) : celulas blanco

(816).  n  =  1.
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El  conjunto de estos  resultados indican que  las celulas Tcl7 generadas t.n  v/.fro

son distintas a las celulas Tcl  puesto que:  (i) no son citot6xicas;  (ii) secretan  un patr6n

de  citoquinas  distinto  a  las  Tcl,  que  incluye  a  las  citoquinas  infamatorias  lL-17A,  IL-2,

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

7.3        Las celulas Tcl7 generadas /.n v/.fro no tienen capacidad inmunosupresora

La alta expresi6n de la ectonucleotidasa CD73 sugiere un rol inmunosupresor por

parte de las celulas Tcl 7. Para dilucidar esta hip6tesis se realiz6 un ensayo de supresi6n

/.n v/.fro en el cual se evalu6 la proliferaci6n de linfocitos T CD4+ en presencia o ausencia

de c6Iulas Tcl7.  Para el ensayo se utilizaron linfocitos T CD4+ de un rat6n OT-ll,  cuyos

linfocitos T CD4+ presentan un TCR transgenico que reconoce el peptido OVA323.339 en

el  contexto  I-Ab.    Los  linfocitos  T  CD4+  se  activaron  utilizando  DCs  cargadas  con  el

peptido  OVA323.339.  Las  c6lulas  Tcl7  utilizadas  para  el  ensayo  se  generaron  /.n  vi.fro  y

posteriormente  se  aislaron  mediante  ce// sort/.ng en  base  a  la  expresi6n  de  lL-17A en

superficie (Brucklacher-Waldert y col., 2009). La proliferaci6n de los linfocitos T CD4+ se

evalu6 por citometria de flujo midiendo la diluci6n del fluorocromo Ce// rraoe V/.o/ef. Para

esto,  Ios  linfocitos T  CD4+  se  marcaron  con  Cell  Trace Violet previo  a  la activaci6n  /.n

v/.fro.  Las propiedades de este fluorocromo permiten que luego de cada divisi6n celular,

la  fluorescencia  de  cada  c6lula  hija  corresponda  a  la  mitad  de  la  fluorescencia  de  la

c6lula  madre,  esto  permite  la formaci6n  de  picos  de fluorescencia  que dan  cuenta  de

cada  ciclo  de  divisi6n  celular.   El  resultado  mostrado  en  la  figura  8A  indica  que  en

presencia de c6Iulas Tcl7 existe un retardo en la proliferaci6n de los linfocitos T CD4+

en comparaci6n al control sin Tcl7.  Notablemente,  este retraso no ocurre en presencia

de c6lulas Tcl .



Para  dilucidar  si  el  retardo  en  la  proliferaci6n  observado  en  los  ensayos  de

supresi6n /.n  v/.fro es  mediado  por factores solubles se  utiliz6  un sistema  Transwe// que

no  permite  el  contacto  c6lula-c6lula  (diametro  del  poro  =  0,4  urn)  pero  si  el  paso  de

mol6culas  solubles.   Las  c6lulas  T  CD4+  se  activaron  en   el   compartimento   inferior

mientras  que  las  c6lulas  Tcl7  se  cultivaron  en  el  compartimento  superior.  En  estos

experimentos no observamos disminuci6n en la proliferaci6n de los linfocitos T CD4+ en

presencia  de  c6lulas  Tcl7  (figura  88),   sugiriendo  que  el  retraso  en  la  proliferaci6n

observado previamente requiere de contacto c6lula-celula.
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Figura  8.   Las  c6lulas  Tcl7  generadas  jn  v/.tro  retrasan  la   proliferaci6n  de
linfocitos T CD4+ en forma contacto-dependiente.  (A,B)  Ensayo de supresi6n de
la proliferaci6n de linfocitos T CD4+ marcados con  V/.o/ef Ce// Trace activados por 96
hrs  con  c6lulas  dendriticas  y  OVA323.339,  en  presencia  de  linfocitos Tcl7  (azul)  o  Tcl
(rojo)  en  distintas   proporciones.   Como  control  se  activaron   linfocitos  T  CD4+  en
ausencia  de  celulas  Tc  (gris).   (a)  Ensayo  de  supresi6n  en  sistema   Transwe//.   El
esquema  muestra  la  distribuci6n  de  las  c6lulas  CD4+  y Tcl  o  Tcl7  presentes en  el
ensayo.
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Para determinar si el  retraso en  la proliferaci6n de los linfocitos T CD4 depende

de  la  expresi6n  de  CD73  por  parte  de  las  c6Iulas  Tcl7  se  realizaron  los  ensayos  en

presencia de APCP,  un inhibidor especifico de CD73.  En la figura 9A se muestra que la

inhibici6n  de  CD73  no disminuye  el  retraso en  la  proliferaci6n  de  los  linfocitos T CD4+.

Ademas,  la adici6n de AMP,  sustrato de CD73, tampoco incrementa el efecto supresor

(figura 98).  Estos resultados sugieren que la expresi6n de CD73 en las celulas Tcl7 no

les confiere capacidad inmunosupresora.

Figura 9. La expresi6n de CD73 no les confiere capacidad inmunosupresora a las
c6lulas Tcl7. Ensayo de supresi6n de la proliferaci6n de linfocitos T CD4+ (ver secci6n
6.2.9  en  materiales  y  m6todos)  en  presencia  de  celulas  Tcl   (rojo)  6  Tcl7  (azul)  en
proporci6n  1:1  (Tc:CD4+).  (A)  Ensayo  de  supresi6n  en  presencia  (+)  o  ausencia  (-)  de
APCP (500 uM), un inhibidor de CD73. (a) Ensayo de supresi6n en presencia o ausencia
de AMP ex6geno (100 uM),  sustrato de CD73.

Con el fin de investigar las causas del  retardo en  la  proliferaci6n de los  linfocitos

T  CD4+  determinamos  el  numero  de  linfocitos  T  presentes  al  final  del  ensayo  de

supresi6n.  Si  bien  al  inicio  del  ensayo  de  supresi6n  la  cantidad  de  celulas  Tcl7  y  de

linfocitos T CD4+ era id6ntica,  al cabo de 96 horas las celulas Tcl7 superan al numero

de  linfocitos T CD4+ en  6,3 ±  1,2 veces  (figura  10A).  En  cambio,  la  cantidad  de c6lulas
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Tcl  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 celulas Tcl 7 se expanden 8,6 veces

su numero inicial, a diferencia de las celulas Tcl , que solo se expanden 1,7 veces (figura

108).  Esta observaci6n sumada a la dependencia de contacto celula-celula en el retardo

de la proliferaci6n de los linfocitos T CD4+ sugiere que el efecto inhibitorio puede deberse

a  una  competencia  por la  co-estimulaci6n  de  las celulas  dendriticas.  Para  probar esta

hip6tesis  realizamos  un  ensayo  de  proliferaci6n  agregando  8  veces  mas  c6lulas  Tcl

respecto  de  los  linfocitos T  CD4+.  En  la figura  10C  se  muestra que  en  esta  condici6n

experimental se produce un  retardo en  la  proliferaci6n de  los linfocitos T CD4+ similar a

la observada en  presencia de c6lulas Tcl7.  Estos resultados sugieren que la  inhibici6n

en la proliferaci6n observada en los linfocitos T CD4+ activados en presencia de c6lulas

Tcl7 seria mss bien consecuencia de la alta tasa proliferativa de las celulas Tcl7,  y no

de la presencia de un mecanismo inmunosupresor.

Figura  10.   Las  c6lulas  Tcl7  generadas  /.n  vjtro  retrasan  la  proliferaci6n  de
linfocitos  T  CD4+  por  competencia.  Ensayo  de  supresi6n  de  la  proliferaci6n  de
linfocitos  T  CD4+  (ver  secci6n  6.2.9  en  materiales  y  metodos).  (A)  Proporci6n  de
c6lulas Tc:CD4+ luego de 96 hrs de co-cultivo.  La linea punteada indica la proporci6n
inicial  (1 :1) (n = 3).  (a)  Ntlmero de c6lulas Tcl  6 Tcl7 luego de 96 horas de co-cultivo.
La  linea  punteada  indica  el  ndmero  de  celulas Tcl  6 Tcl7  iniciales  (50.000)  (n  =  3).
(C)  Ensayo de supresi6n en presencia de celulas Tcl  en proporci6n 8:1  (Tc:CD4+).

43



7.4 C6lulas Tcl7 antigenoespecificas poseen actividad anti-tumoral contra un

tumor establecido

Para   determinar   la   funci6n   de   las   celulas   Tc17   i.n   v/.vo,    realizamos   una

transferencia  adoptiva  de  c6lulas  Tcl7  o  Tcl  en  ratones  con  tumor,  y  evaluamos  la

progresi6n  del  tamaFio tumoral.  Celulas Tcl7  o Tcl  generadas /.n  v/.fro desde  un  rat6n

OT-I  se  administraron  via  intravenosa en  ratones C57BL/6  portadores de tumores  816

modificados gen6ticamente para expresar la proteina ex6gena ovoalbumina (816-OVA).

En  este  modelo,  el  tumor  presenta  el  p6ptido  OVA257.264  en  un  contexto  H2-Kb  siendo

capaz de activar a los linfocitos T CD8+ del rat6n OT-I. La cinetica de crecimiento tumoral

de los ratones tratados con celulas Tcl 7 o Tcl  o vehiculo (PBS) (Figura 11 ) muestra que

las celulas Tcl  retardan eficientemente el crecimiento tumoral.  Sorprendentemente,  las

celulas Tcl 7 tambi6n presentaron actividad anti-tumoral, siendo menos efectivas que las

c6lulas Tcl  en combatir el crecimiento tumoral.

150NI-
-Tcl

EE -  Tcl7
=100!I-€50.g0D -PBS                               ]*   ***I

0              2              4              6              8             10

ias despu6s de la transferencia adoptiva

Figura   11.   Las  c6lulas  Tcl7   poseen  capacidad  anti-tumoral   contra  un  tumor
establecido.  Ratones  86.SJL  se  inyectaron  intradermicamente  con  0,4  x  106  c6lulas
816.OVA y despues de  10 dias se les transfiri6  intravenosamente  1  x  106  celulas Tcl
(rojo)  o  Tcl7  (azul)  generadas  /.n  v/.fro  a  partir de  un  rat6n  OT-I.  Un  grupo  control  fue
inyectado con el vehiculo (PBS). El area de los tumores fue monitoreada cada 2 a 3 dias
usando un pie de  metro.  Se muestra la media ± SEM del area de los tumores luego de
la transferencia adoptiva  (n 2 8 por grupo). *p<0,05;  ***p<0.001 ; ANOVA de dos vias.
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7.5        En el microambiente tumoral las c6lulas Tcl7 dan origen a c6lulas tipo

Tcl  lFNry+GzmB+ y retienen la expresi6n de CD73

Puesto que las c6lulas Tcl 7 presentan actividad anti-tumoral y que de acuerdo a

antecedentes de la literatura las c6lulas del linaje tipo 17 muestran plasticidad, decidimos

evaluar  la  persistencia  del fenotipo Tcl7  de  las  celulas transferidas  a  los  ratones  con

tumor. Las c6lulas transferidas fueron rastreadas gracias a la expresi6n del alelo CD45.2

expresado  en  los  linfocitos  OT-I,  ya  que  las  c6lulas  end6genas de  los  ratones  86.SJL

expresan   el   alelo   CD45.1.   En   la   figura   12A  se   muestra   el   porcentaje   de   c6lulas

recuperadas  luego  de  la  transferencia  de  celulas  Tcl  o  Tcl7  antigeno-especificas  a

ratones con tumor (816.OVA), recolectadas desde el linfonodo drenante (TdLN) o desde

el tumor 7 dias despues de la transferencia.  No se observaron diferencias significativas

en  el  tumor al  comparar  la frecuencia  de  c6lulas  CD8a+CD45.2+  provenientes  de  las

c6lulas Tcl7 o Tcl transferidas (figura 12A).  En contraste, s6lo la progenie de las c6lulas

Tcl7 transferidas fue capaz de movilizarse al 6rgano linfoide drenante (figura 12A),  una

caracteristica propia de celulas T indiferenciadas (Klebanoff y col., 2005). Por otra parte,

se  observ6  que  alrededor  de  un  50%  de  la  progenie  de  las  c6Iulas  Tcl7  retienen  el

programa tipo  17, dado que mantienen la capacidad de producir IL-17 tanto en el TdLN

como en el tumor (figura  128),  Sin embargo,  en el  microambiente tumoral alrededor de

un 600/o de ellas adquiere  un fenotipo tipo Tcl ,  mostrando  una alta expresi6n  de  lFN-y

(figura  128),  citoquina  clasica  del  linaje  tipo  1.  Ademas,  se  observ6  que  en  el  tumor

alrededor de un 30°/o de la progenie de las celulas Tcl7 adquiere propiedades citot6xicas

(figura 12C), mientras que practicamente toda la progenie de las c6lulas Tcl es citot6xica

(figura 12C).  De esta forma,  las celulas Tcl7 pueden dar origen a mss c6lulas Tcl7, es

decir  autorenovarse.  Ademas  pueden  dar  origen  a  celulas  efectoras  tipo  Tcl   (lFN-
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y+gzmB+),  lo  cual  demuestra  la  multipotencialidad  de  las  celulas  Tcl7  y  les  confiere

propiedades anti-tumorales.

BillH
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Figura 12. Las celulas Tcl 7 dan origen a c6lulas tipo Tcl lFNJy+ gzmB+ en el tumor.
Ratones   86.SJL   (CD45.1+)   se   inyectaron   intrad6rmicamente  con  0,4  x   106  celulas
816.OVA y despu6s de 10 dias se les transfiri6 intravenosamente 1.0 x 106  c6lulas Tcl
o Tcl 7 generadas ;.n vi.fro a partir de linfocitos T de un  rat6n OT-I  (CD45.2+).  Luego de
7 dias se sacrificaron los ratones y se rastrearon las celulas transferidas en TdLN y tumor
usando   el   marcador  cong6nico   CD45.2.   Se   muestra   el   porcentaje   de   las   celulas
transferidas  recolectadas  CD8a+CD45.2+  (A),  y  la  expresi6n  de  IL-17A,   lFNry  (a)  y
granzima  a  (C)  en  la  poblaci6n  de  celulas  transferidas.  A  la  derecha  se  muestra  la
cuantificaci6n  de  un experimento  (n  =  34). 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  celulas  Tcl7  transferidas  mostr6  /.n  v/.vo  un

fenotipo CD39-CD73+ (figura  13) similar al observado en las celulas Tcl7 generadas /.n

v/.fro (figura  6).  Interesantemente,  a  pesar de  retener la expresi6n  de  CD73 in v/.vo,  las

c6lulas  Tcl7  desempef`an  un   papel  anti-tumoral   (figura   11)  al  dar  origen  a  celulas

efectoras   tipo   Tcl    lFN-y+gzmB+   (figura   12B,C).   El   conjunto   de   estos   resultados

confirman  que  la  expresi6n  de  CD73  en  las  c6lulas  Tcl7  no  esta  relacionada  con

propiedades inmunosupresoras.

Figura 13. Las c6lulas Tcl7 retienen la expresi6n de CD73 /.n y/.yo. Ratones 86.SJL
se  inyectaron  intrad6rmicamente con 0,4 x  106 celulas  816.OVA y despues de  10 dias
se  les transfiri6  intravenosamente  1.0 x  106  c6lulas Tcl7 generadas in vitro a partir de
un  rat6n  OT-I.  Luego  de  7  dias  se  sacrificaron  los  ratones  y  se  rastrearon  las  c6lulas
transferidas en TdLN y tumor usando el marcador congenico CD45.2. A la izquierda se
muestran histogramas de la expresi6n de CD39 y CD73 en la poblaci6n de c6lulas CD8
end6genas    (CD8a+CD45.2-)    y    en    la    poblaci6n    de    celulas    Tcl7    transferidas
(CD8a+CD45.2+) recolectadas desde el tumor. A la derecha se muestra la cuantificaci6n
de las medias de fluorescencia (MFl) para CD39 y CD73.  Las barras indican la media ±
SEM  (n  = 3).  (e):  end6genas;  (t):  transferidas
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8.        Discusi6n

El cancer es una enfermedad compleja que involucra interacciones entre el tumor

y  celulas  del  sistema  inmune  (Finn,  2008).  Por  una  parte,  el  sistema  inmune  puede

reaccionar  contra   antigenos   tumorales   generando   una   respuesta   anti-tumoral   que

implica la eliminaci6n de las c6lulas transformadas por celulas efectoras especializadas

(Thl ,  Tcl,  NK).  Por otra  parte,  el tumor es  capaz de  evadir la  respuesta inmune  anti-

tumoral  manteniendo   un  microambiente  inmunosupresor  mediante  la  expresi6n  y/o

secreci6n de mol6culas inmunomoduladoras (TGF-P, IL-10, lDO, adenosina) o mediante

la  atracci6n  de  celulas  que  activamente  suprimen  la  respuesta  efectora  anti-tumoral

(Tregs, MDSCs). Sin embargo, el papel que cumplen las celulas Tcl7 en este escenario

es aJin controversial.

En este trabajo se observ6 un aumento significativo en  la frecuencia de c6lulas

Tcl7 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  acumulaci6n  de

celulas   Tcl7   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-P e lL-6,  producidas por c6lulas

dendriticas  y  monocitos  entre  otras,  las  cuales  mediarian  la  inducci6n  del  programa

Tcl 7. En acuerdo con esta idea, se ha demostrado que monocitos infiltrados en tumores

de  higado  y  est6mago  pueden  inducir  la  generaci6n  de  linfocitos  Tcl7  mediante  la

secreci6n de las citoquinas lL-6,  lL-1 P e lL-23 (Kuang y col.,  2010; Zhuang y col., 2012).

Sin  embargo  adn  no  hay  suficiente  evidencia  para  definir  si  [as  celulas  Tcl7  serian

programadas   en   el   tumor   mismo,   o   si   es   que   su   acumulaci6n   seria   mas   bien
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consecuencia de un proceso de migraci6n.  En este sentido,  se ha visto que las celulas

Tcl7 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 c6lulas Tcl7 han sido definidas como un linaje independiente de los clasicos

linfocitos Tcl  citot6xicos. Una de las principales caracteristicas funcionales que distingue

a las celulas Tcl7 es la carencia de actMdad citot6xica.  En este trabajo comprobamos

que las c6lulas Tcl7 end6genas de ratones sanos y de ratones con tumor,  a diferencia

de las c6lulas Tcl , no expresan granzima a luego de su activaci6n (figura 2) confirmando

que  las  c6lulas  Tcl7  cumplen  un  papel  distinto  a  la  eliminaci6n  directa  de  c6lulas

transformadas. Por otra parte, la polarizaci6n /.r) v/.fro de c6lulas CD8+ hacia el linaje Tcl 7

genera  c6lulas que no expresan  moleculas  relacionadas a  la actividad  citot6xica como

granzima a,  perforina y CD107a (figura 6).  Mas aun,  c6Iulas Tcl7 antigeno-especificas

generadas /.n v/.fro no poseen ac{ividad citot6xica contra celulas tumorales cargadas con

el  antigeno  especifico  (figura  7).    En  acuerdo  con  estos  resultados,  otros  estudios  en

ratones tambien han encontrado limitada actMdad citot6xica en celulas Tcl 7 generadas

/.n v/.fro (Huber y col.,  2009;  Hamada y col.,  2009;  Saxena y col.,  2012; Yen y col.,  2011)

y en celulas Tcl7 end6genas infiltradas al sistema nervioso central en el modelo murino

de la esclerosis multiple (EAE, por Experm/.enfa/ Autot.nmune Encapha/omye/t.fi.s) (Huber

y col., 2009).  Importantemente, se ha observado que celulas Tcl7 infiltradas en tumores

humanos  de  higado  y  est6mago  no  expresan  los  marcadores  de  citctoxicidad  como

granzima a,  perforina y CD107a (Kuang y col., 2010; Zhuang y col., 2012).

49



Si bien las celulas Tcl7 no poseen actividad citot6xica,  existen estudios que las

involucran con la respuesta anti-tumoral. El grupo de Restifo demostr6 que celulas Tcl 7

antigeno-especificas  generadas  /.n  v/.fro  carecen  de  actividad  citot6xica  y  expresan

niveles  bajos  de  lFN-y,  sin  embargo  la  transferencia  adoptiva  de  estas  c6Iulas  en

conjunto con  lL-2  recombinante permiti6 Ia  eliminaci6n  de melanomas establecidos en

ratones linfopenicos (Hinrichs y col., 2009). Los autores observaron que 5 dias despu6s

de   la  transferencia  adoptiva,   la  totalidad  de  las  celulas  transferidas  adquirieron  la

capacidad   de   secretar  lFN-y  adjudicandole   a  esta   citoquina  el   efecto   anti-tumoral

(Hinrichs  y  col.,  2009).  Por  otra  parte,  el  grupo  de  Dutton  demostr6  que  celulas  Tcl7

antigeno-e§pecificas son alrededor de 50 veces menos efectivas que celulas Tcl  en la

erradicaci6n de melanomas establecidos en ratones (Garcia-Hernandez y col., 2010). En

este caso  la eliminaci6n del tumor demostr6 ser dependiente de la secreci6n  de  lL-17,

lFNry  y  TNF-or  por  parte  de  las  celulas  Tcl7  lo  que  indujo  el  reclutamiento  de  otras

poblaciones efectoras (principalmente neutr6filos y macr6fagos) capaces de combatir el

tumor.  Los  autores  concluyeron  que  las  celulas  Tcl7  poseen  una  limitada  capacidad

anti-tumoral,  cuyos  mecanismos  son  en  parte  compartidos  con  las  c6lulas  Tcl   (por

ejemplo la secreci6n de lFN-y y TNF-Ch) sugiriendo que la transformaci6n de las c6lulas

Tcl7 a  un fenotipo Tcl  podria explicar su  capacidad  antitumoral  (Garcia-Hernandez y

col.,  2010).  En acuerdo con estos reportes,  en este trabajo observamos que las c6lulas

Tcl 7 antigeno-especificas generadas /.r} v/.fro disminuyeron el crecimiento tumoral en un

modelo murino de melanoma, siendo esta capacidad anti-tumoral menor en comparaci6n

con  c6lulas  Tcl   (figura   11).   Las  c6lulas  Tcl7  generadas  /.n  v/.fro  producen  TNF-Ch,

ademas de IL-2 y GM-CSF (figura 5), citoquinas que estimulan la activaci6n de linfocitos

T y la maduraci6n de c6lulas dendriticas, componentes importantes de la respuesta anti-
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tumoral.  Interesantemente se observ6 que luego de la transferencia adoptiva de celulas

Tcl7 en ratones con tumor,  gran parte de las c6Iulas transferidas adquieren el fenotipo

Tcl   (lFN-y+gzmB+)   (figura   12B,C).   Si  bien  las  celulas  Tcl7  generadas  /.r}  v/.fro  no

presentan actividad citot6xica per se (figura 6 y 7),  Ia capacidad de dar origen a celulas

citot6xicas tipo Tcl  podria explicar su capacidad anti-tumoral.

Cabe destacar que parte de las celulas transferidas tambien retuvo la capacidad

de  secretar  lL-17  (figura  128),  renovando  la  poblaci6n  de  c6lulas  Tcl7  progenitoras.

Tanto la autorenovaci6n coma la multipotencialidad son caracteristicas troncales propias

de c6lulas T indiferenciadas. Actualmente es aceptado que la capacidad anti-tumoral de

c6lulas   T   CD8+   se   correlaciona   inversamente   con   su   estado   de   maduraci6n,

principalmente debido a que c6lulas 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   celulas   Thl7

corresponden a un estado previo, menos diferenciado, y mas troncal que las c6lulas Thl ,

siendo   mss   efectivas   en   la   erradicaci6n   de  melanomas   establecidos  en   rat6n   en

comparaci6n a celu[as Thl  termina[mente diferenciadas. En este mismo estudio tambien

mencionan  que  las  c6lulas  Tcl7  generadas /.n  v/.fro  presentan  un  perfil  transcripcional

compatible con un estado menos diferenciado (Muranski y col.,  2011).  La capacidad de

producir lL-2 tambi6n  ha sido  relacionada con estados menos diferenciados en  c6Iulas

T,  en  contraste  con  c6lulas  terminalmente  diferenciadas  que  pierden  esta  capacidad

(Gattinoni  y  col.,  2012).  En  este  trabajo,  se  observ6  que  las  celulas  Tcl7  producen

mayores  niveles  de  lL-2  que  las  celulas  Tcl  (figura  5)  apoyando  la  hip6tesis  que  las

c6Iulas Tcl7 corresponden a un estado menos diferenciado que las c6lulas Tcl . Por otra

parte, observamos que s6lo las celulas Tcl 7 migran al 6rgano linfoide drenante del tumor



(figura 12A), donde podrian entrar en contacto con celulas dendriticas y de esta manera

ser activadas. Este patr6n de migraci6n es propio de celulas CD8+ menos diferenciadas,

como  las  c6Iulas  de  memoria,  y  ha  sido  relacionado  en  estudios  previos  a  mayor

efectividad en esquemas de inmuno{erapia celular anti-tumoral  (Klebanoff y col.,  2005).

Sin  embargo,  las  celulas Tcl7 son menos efectivas que las celulas Tcl  para erradicar

tumores establecidos, lo que podria explicarse por el tiempo que tardan las c6lulas Tcl 7

en dar origen a celulas Tcl .

En  contraste con  la  hip6tesis que  las celulas Tcl7 contribuirian a  la eliminaci6n

del  tumor,  otros  autores  convergen  en  que  las  c6lulas  Tcl7  por  su  naturaleza  pro-

inflamatoria y no  citot6xica  estarian  mas  bien favoreciendo  el  crecimiento tumoral,  por

ejemplo  mediante  la  actividad  pro-angiog6nica  de  la  lL-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 Thl7

regulatorios,   capaces  de  inhibir  la  activaci6n  de  la  respuesta  inmune  por  ejemplo

mediante la secreci6n de  lL-10 (Esplugues y col.,  2011).  En este trabajo en cambio, se

observ6 que las c6Iulas Tcl7 generadas /.n v/.fro producen bajos niveles de lL-10 (figura

5),  comparables  a  los  secretados  por  celulas  Tcl  efectoras.  De  la  misma  forma,  las

celulas Tcl7  mostraron  niveles  de  expresi6n  similares a  las  celulas Tcl  en  mol6culas

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

Por otra parte, el grupo de Ghiringhelli caracteriz6 una poblaci6n de c6lulas Thl 7

regulatorias,  Ias  que  mediante  la  expresi6n  de  las  ectonucleotidasas  CD39  y  CD73

generarian   adenosina   extracelular,   molecula   inmunosupresora   capaz   de   inhibir   la

respuesta inmune anti-tumoral (Chalmin y col., 2012). En este seminario se observ6 que

c6lulas Tcl 7 end6genas de ratones sanos y de ra{ones con tumor poseen una expresi6n
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significativamente mayor de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en comparaci6n a las

celulas Tcl  end6genas (figura 3).  En  acuerdo con esto,  las celulas Tcl7 polarizadas /.n

v/.fro  expresan  mayores  niveles  de  CD73  que  las  celulas  Tcl  generadas  /.n  v/.fro,  sin

embargo expresan menores  niveles de CD39 en comparaci6n a las celulas Tcl  (figura

6). Ademas observamos que t.n v/.vo las celulas Tcl7 mantienen  la expresi6n de CD73

luego de la transferencia adoptiva en ratones con tumor (figura 13). En un trabajo anterior

se  demostr6  que  la expresi6n  de  CD39  y  CD73  puede ser inducida  por TGF-P e  lL-6,

citoquinas  claves  en  la  polarizaci6n  hacia  el  linaje  17  (Chalmin  y  col.,  2012).  La  lL-6

induce la activaci6n del factor transcripcional STAT3 en linfocitos T CD4+, que a su vez

promueve la expresi6n de CD39 y CD73 a nivel transcripcional  por uni6n directa a sus

promotores. Por su parte, TGF-P induce la inhibici6n de la expresi6n de Gfi-1, un represor

de la expresi6n de CD39 y CD73 (Chalmin y col., 2012).  Dado que TGF-P e lL-6 son las

citoquinas que inducen el programa Tcl7, es esperable que el mismo mecanismo opere

en  estas  c6lulas  para  incrementar la expresi6n de CD39 y  CD73  en su  superficie.  Por

otra parte, se ha demostrado que la activaci6n de linfocitos T in v/.fro induce la expresi6n

de  CD39  (Regateiro y col.,  2011)  lo que explicaria el aumento de  CD39 en  las c6lulas

Tcl  generadas t'n vt.fro.

Tanto CD39 como CD73 son al{amente expresadas en la superficie de linfocitos

Tregs  y Thl7  regulatorios,  siendo  la  generaci6n  de  adenosina  extracelular uno  de  los

mecanismos utilizados por estos linfocitos para cumplir su funci6n regulatoria (\/Vhiteside

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 sefializa a traves de 4 receptores

acoplados  a  proteinas  G  denominados A1,  A2A,  A2B y A3.  La activaci6n  del  receptor

A2A    en    linfocitos    T    resulta    en    la    activaci6n    de    la    enzima    adenilato    ciclasa
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incrementandose los niveles intracelulares de AMP ciclico,  lo que conlleva a la inhibici6n

de:  (i)  la  proliferaci6n  (Huang  y  col.,1997),  (ii)  la  secreci6n  de  citoquinas  como  lL-2  e

lFNJy (Lappas  y  col.,  2005)  y  (iii)  la  funci6n  citot6xica  (Raskovalova  y  col„  2007).  En

relaci6n  con  lo  anterior,  en  este trabajo  se observ6 que  las  c6lulas Tcl7 generadas /.n

v/.fro   pueden   retardar   la   proliferaci6n   de   linfocitos   T   CD4+   aunque   mediante   un

mecanismo  dependiente  de  contacto  c6Iula-celula  (figura  8).  Ademas,  ni  la  inhibici6n

farmacol6gica de CD73 ni la adici6n de AMP (sustrato de CD73) afectaron la capacidad

inhibitoria  de  las  celulas Tcl7  (figura  9),  descartando que  la  generaci6n  de adenosina

extracelular via  CD73  contribuya  al  mecanismo  de  inmunosupresi6n  de  estas  c6lulas.

Por otra parte, observamos que al final del ensayo las celulas Tcl 7 se expandieron hasta

8 veces su  ndmero inicial,  mientras que las celulas Tcl  mantuvieron su ndmero  (figura

10A,B).  Es posible que la  inhibici6n en  la activaci6n de los linfocitos T CD4+ observada

en  presencia  de  celulas  Tcl7  se deba  a  una  limitaci6n  espacial  en  el  contacto  de  los

linfocitos   CD4+   con   las   celulas   dendriticas,   fen6meno   conocido   como   co/cJ  fargef

/.nh/.b/.I/.on y reportado en ensayos de supresi6n /`n v/.fro similares (Szymczak-Workman y

col.,  2009).  Esta  hip6tesis  fue  confirmada  con  los  ensayos  realizados  con  una  alta

proporci6n  de celulas Tcl  (figura  10C).  Estos  resultados  demuestran  que la  expresi6n

de    CD73    en    la    superficie    de    las    c6lulas    Tcl7    no    les    otorga    propiedades

inmunosupresoras. Ademas, el hecho que las celulas Tcl7 mantengan la expresi6n 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

c6lulas Tcl7.  Sin  embargo,  mss  experimentos  son  necesarios  para   dilucidar el  papel

que cumpliria la ectonucleotidasa CD73 en los linfocitos Tcl7.
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9.       Resumen de resultados

•     Existe  una  acumulaci6n  de  celulas  Tcl7  en  6rganos  linfoides  de  ratones  con

tumor en comparaci6n con ratones sanos.

•     Las celulas Tcl7 end6genas de ratones sanos y con tumor no expresan granzima

a, a diferencia de las c6lulas Tcl  end6genas. Al mismo tiempo, expresan niveles

significativamente    mayores    de    las    ectonucleotidasas    CD39    y    CD73    en

comparaci6n con celulas Tcl .

•     Celulas  Tcl7  generadas  /.n  v/.fro  producen  menores  niveles  de  lL-10  y  poseen

mayores niveles de CD73 que c6lulas Tcl  generadas /.n v/.fro. Ademas, secretan

un  patr6n de citoquinas distinto a las  c6lulas Tcl ,  que incluye  IL-17,  lL-2, TNF-or

y GM-CSF.

•     A diferencia  de  las  c6lulas Tcl,  las  celulas Tcl7  generadas /.n  v/.fro  no  poseen

actividad citot6xica contra c6lulas tumorales cargadas de antigeno.

•      Las  celulas Tcl7 generadas t.n v/.fro no son  capaces de suprimir la proliferaci6n

de linfocitos T CD4 /.n v/.fro.

•     La transferencia  adoptiva  de  c6lulas Tcl7  antigeno-especificas en  ratones  con

tumor produce una desaceleraci6n del crecimiento tumoral.

•     Luego  de  la  transferencia  adoptiva  de  c6lulas  Tcl7  a  ratones  con  tumor,  las

celulas Tcl7 retienen la capacidad de migrar al 6rgano linfoide drenante.
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•     En   el   microambiente   tumoral   alrededor   de   un   60%   de   las   c6lulas   Tcl7

transferidas se transforman a c6Iulas productoras de lFN-y, mientras que un 30%

adquiere expresi6n de granzima 8.

•     En el microambiente tumoral,  las celulas Tcl7 transferidas retienen la expresi6n

de CD73.
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10.     Conclusiones

En  conjunto,  los  resultados  expuestos  en  este  seminario  de  titulo  demuestran

que  las  celulas Tcl7 secretan  citoquinas  anti-tumorales  (lL-2,  TNF-er,  GM-CSF)  y dan

origen a linfocitos T efectores citot6xicos (tipo Tcl) lFN-y+ gzmB+ contribuyendo de esta

forma a la respuesta inmune antitumoral.  Por otra parte, Ias c6lulas Tcl7 expresan altos

niveles    de    la    ectonucleotidasa     CD73,     sin    embargo    carecen     de    capacidad

inmunosupresora. En conclusi6n, las c6lulas Tcl7 presentan un fenotipo troncal, siendo

capaces de persistir en los 6rganos linfoides, de autorenovarse, y de dar origen a celulas

efectoras tipo Tcl  con  propiedades anti-tumorales.  Estas  caracteristicas abren  nuevos

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