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1. RESUMEN

Los linfocitos Th17 tienen un rol patogénico en una variedad de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias. Sin embargo, el rol que cumplen durante el desarrollo del
cancer sigue siendo controversial. Las evidencias del rol protumoral de los linfocitos
Th17 se basan principalmente en la produccién de IL-17 por estas células y en las
propiedades angiogénicas de esta citoquina. Evidencias recientes ademas sugieren
que las células Th17 peodrian producir adenosina, una molécula inmunosupresora, al
hidrolizar el ATP extracelular en un proceso mediado por las ectonucleotidasas CD39 y
CD73. Por ofra parte, la evidencia a favor del rol antitumoral de las células Th17 se
basa en la capacidad que tienen éstas de producir [FN-y y de transformarse en células

tipo Th1.

Con el objetivo de estudiar la funcién que cumplen CD39 y CD73 en linfocitos
Th17, en este trabajo analizamos la expresién de estas ectonucleotidasas en células
Th17 presentes en el microambiente tumoral en un modelo de melanoma murino.
Ademas, generamos células Th17 inflamatorias o regulatorias, que expresan altos y
bajos niveles de CD39 y CD73 respectivamente, las que fueron transferidas a ratones
con tumor (melanoma) de manera de evaluar el efecto de éstas sobre el crecimiento

tumoral.

Acorde a datos previos en la literatura, detectamos la presencia de linfocitos
Th17 en el tumor. Al caracterizar a los linfocitos Th17 presentes en el tumor y en otros

6rganos, observamos que estas células expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73.




Por otra parte, utilizando diferentes condiciones de diferenciacion, logramos generar
células Th17 con un fenotipo regulatorio o inflamatorio que presentan altos y bajos
niveles de expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73. La capacidad supresora
de estas células se ensayod in vitro, observandose que ninguna de las subpoblaciones
de células Th17 analizadas logra retrasar la proliferacion de células T efectoras. Mas
aln, tanto los linfocitos Th17 regulatorios como inflamatorios fueron capaces de infiltrar
el tumor y adquirir la capacidad de producir IFN-y, disminuyendo de esta forma el
tamafio tumoral. En conclusion, estos resultados demuestran que los linfocitos Th17
poseen un rol antitumoral, expresan CD39 y CD73 en el microambiente tumoral y que
la expresibn de estas ectonucleotidasas no les confiere una capacidad

inmunosupresora a los linfocitos Th17.
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2. ABSTRACT

T helper 17 (Th17) lymphocytes play a pathogenic role in a variety of
inflammatory and autoimmune diseases. However, their role in cancer is still
controversial. Protumoral effects of Th17 cells are based on the production of IL-17 and
its angiogenic properties. Moreover, new evidence suggests that Th17 cells are able to
hydrolize ATP to produce adenosine, an immunosuppressive molecule, in a process
mediated by CD39 and CD73 ectonucleotidases. On the other hand, evidence of
antitumor effects of Th17 cells relies on the ability of these cells to produce IFN-y and

acquire a Th1-like phenotype.

With the purpose of studying the role of Th17 cells in cancer, we characterized
CD39 and CD73 expression by Th17 cells and the effect of Th17 cells in tumor
microenvironment using a murine melanoma model. First, we analyzed CD39 and
CD73 expression by Th17 cells in vivo. In addition, we generated inflammatory Th17 or
regulatory Th17 cells that express low or high levels of CD39 and CD73 respectively,
and then transferred those cells into tumor-bearing mice in order to evaluate tumor

growth.

In agreement with previous evidence, we detected an accumulation of Th17
cells within the tumor. When we characterized Th17 cells, we observed that they
expressed CD39 and CD73 in the tumor as well as in other organs. However, both in
vilro-generated regulatory or inflammatory Th17 cells were able to infilirate the tumor,

acquire the capacity to produced IFN-y and decrease tumor size. In conclusion, Th17




cells play an antitumor role and the expression of CD39 and CD73 by these cells does

not correlate with an immunosuppressive phenotype.




3. INTRODUCCION

3.1 El Sistema Inmune

Las principales funciones del sistema inmune consisten en controlar la
homeostasis en los tejidos, ofrecer proteccién contra los microorganismos patégenos
que invaden nuestro cuerpo y eliminar células dafiadas y transformadas (Abbas y col.,
2008; Visser y col., 2006). El sistema inmune est4d compuesto por varios tipos
celulares, las cuales forman redes complejas y dinamicas que aseguran una proteccion
contra los patégenos, mientras que simultaneamente se encargan de mantener la

tolerancia contra antigenos propios (Visser y col., 20086).

El sistema inmune se clasifica en sistema inmune innato y sistema inmune
adaptable, aunque estas dos ramas del sistema inmune forman un solo conjunto
(Kapsenberg, 2003). El sistema inmune innato aporta la primera linea de defensa
contra los microorganismos patogenos. Esta constituido por barreras fisicas, como la
piel, y células con capacidad fagocitica, como neutréfilos y macréfagos y son estas
mismas células las encargadas de efectuar la fase final de la respuesta inmune
adaptable (Akira y col., 2006; Abbas y col., 2008). Por otra parte, el sistema inmune
adaptable provee de memoria inmunelégica contra infecciones (Janeway & Medzhitov,
2002) y esta involucrado directa o indirectamente en la eliminacién de patégenos en
fases tardias de la infeccion (Akira y col., 2006). Ademas, la respuesta inmune
adaptable esta involucrada en el desarrollo de enfermedades autoinmunes, alergias y

en el rechazo de trasplantes (Janeway & Medzhitov, 2002).




Los linfocitos T CD4+, o T helper (Th), tienen una participacion clave en la
respuesta inmune adaptable ya que promueven la produccién de anticuerpos por los
linfocitos B y orquestan la funcién de los linfocitos T CD8+ y macréfagos contra una

gran variedad de microorganismos patdégenos (Zhu y col., 2010).

Luego de la activacion por células presentadoras de antigenos profesionales
(APC), los linfocitos T CD4+ se diferencian hacia células efectoras, las que se
clasifican en base a la funcién y el patrén de citoquinas que secretan (Cosmi y col,,
2014). Tradicionalmente los linfocitos T CD4 + fueron clasificados en dos tipos, los
denominados linfocitos Th1 y Th2 (Mosmann & Coffman, 1989). Los linfocitos Th1 se
caracterizan por secretar IFN-y, TNF-a y linfotoxina, moléculas esenciales en la
erradicacion de patégenos intracelulares y en la respuesta antitumoral (Dong, 2008).
Por otra parte, los linfocitos Th2 secretan interleuquina-4 (IL-4), IL-5 e IL-13, citoquinas
que tienen un rol crucial en la eliminacién de patégenos extracelulares y en la

produccién y cambio de clase de las inmunogtobulinas (Dong, 2006).

En 1995 se describié ofro tipo de linfocito T CD4+, los linfocitos T reguladores
(Treg) (Sakaguchi y col.,, 1995). Los linfocitos Treg tienen un rol fundamental
controlando la respuesta inmune, previniendo enfermedades autoinmunes e
inflamatorias crénicas, ademas de limitar la respuesta antitumoral (Vignali y col., 2008).
Los linfocitos Treg suprimen la activaciéon y funcion efectora de oiras células del
sistema inmune, a través de mecanismos que dependen del contacto celular, la
produccion de TGF-p e IL-10 y la generacion de adenosina (Vignali y col., 2008; Kim,

2010).




Por muchos afios el paradigma Th1/Th2, descritc por Mosmann y Coffman
(Mosmann & Coffman, 1989), ayud6 a explicar la mayoria de los fendémenos
relacionados con la respuesta inmune adaptable. Sin embargo, en 2005 se describié
un nuevo tipo de linfocito T CD4+ caracterizado por la produccién de IL-17A (IL-17), el

cual se denomind linfocito Th17 (Harrington y col., 2005; Park y col., 2005).

3.2 Linfocitos Th17

Los linfocitos Th17, caracterizados principalmente por la secrecion de IL-17,
cumplen un rol fundamental en la respuesta contra infecciones producidas por hongos
y bacterias extracelulares en las mucosas (fracto digestivo, vias respiratorias, piel)
(Ouyang y col., 2008; Khader y col., 2009). Ademas de secretar [L-17, los linfocitos
Th17 son capaces de secretar IL-17F, IL-21, IL-22, GM-CSF, y potencialmente TNF-a.

e IL-6 (Korn y col., 2009).

La diferenciacién de un linfocito T CD4+ virgen hacia un fenotipo Th17 se
produce debido a la accién conjunta de dos citoquinas: TGF-p e IL-6. Ambas citoquinas
son capaces de inducir la expresién del factor de transcripcion maestro ROR-yt (Zhou y
col., 2007), el cual se une al promotor del gen que codifica para la IL-17, induciendo su
expresion (Maddur y col., 2012). La IL-6 ademas induce la activacion del factor de
trascripeion STAT3 (Korn y col., 2009), el cual aumenta los niveles de expresion de

ROR+t (Maddury col., 2012).




Por ofra parte, la IL-6 induce la expresidn de IL-21 y del receptor de IL-23 (IL-
23R) (Zhou y col., 2007). La IL-21 acttia como sefial autocrina, amplificando el nimero
de linfocitos Th17 (Miossec y col., 2009; Zhou y col., 2007). La IL-23, secretada por
células presentadoras de antigenos, permite la estabilizacién y completa diferenciacion
de los linfocitos Th17, aumentando la produccion de IL-17 e induciendo la expresion de
citoquinas inflamatorias (GM-CSF, IL-22) y suprimiendo la produccion de IL-10 e IFN-y

(Korn y col., 2009; Miossec y col., 2009; EI-Behi y col., 2011).

3.3 Sistema Inmune y Cancer

Una célula tumoral se define en base a la adquisicion de ciertas capacidades
gue le permiten sobrevivir, proliferar y diseminarse. Estas caracteristicas incluyen:
aumento de la capacidad proliferativa , mutaciones en genes supresores de tumores,
resistencia a la muerte celular, potencial replicativo ilimitado, capacidad de inducir la
angiogénesis y adquirir un potencial invasivo y metastasico (Hanahan & Weinberg,
2011). Sin embargo, la biologia de! tumor no puede entenderse sélo por la
enumeracion de las caracteristicas de las células cancerosas, sino que ademas debe
incluirse la contribucién del microambiente tumoral en la carcinogénesis (Hanahan &
Weinberg, 2011), debido a que la interaccidén entre células fumorales y el estroma
asociado representa una relacién poderosa que influye en el inicio y progresion tumoral

{Joyce & Pollard, 2009).

Hace tiempo se reconoce que existe una estrecha relacion entre el sistema

inmune y el cancer. Por un lado, respuestas inflamatorias cronicas e infecciones han

sido asociadas a varios tipos de cancer, como por ejemplo: cancer hepatico y




pancreatico asociados al abuso de alcohol, cancer de colon asociado a enfermedad
inflamatoria intestinal, carcinoma gastrico luego de infeccién por Helicobacter pylori y
cancer hepético debido a hepatitis crénica (Lin & Karin, 2007). La inflamacién podria
tener un rol prominente en el inicio de la transformacién neoplésica, aumentando la
tasa de dafio al ADN e incrementando la inestabilidad genémica (Elinav y col., 2013),
debido por ejemplo al aumento de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno liberadas

por neutrdfilos y macréfagos (Mantovani y col., 2008).

Por ofra parte, mediante la presentacién de antigenos tumorales, el sistema
inmune es capaz de reconocer y destruir células tumorales, en un proceso denominado
“inmunovigilancia” (Schreiber y col., 2011). Sin embargo, esto conlleva a la seleccion
de las células menos inmunogénicas, proceso denominado inmunoedicién, lo que
permite la propagacién y formacién de nuevos tumores capaces de evadir al sistema

inmune (Schreiber y col., 2011; Quail & Joyce, 2013).

Existen evidencias que indican que las células del sistema inmune son capaces
de infiltrar los tumores y destruir a las células cancerigenas (Hanahan & Weinberg,
2011). Los linfocitos Th1 y linfocitos T CD8+ citotdxicos (Tc1) secretan IFN-y, una
citoguina que aumenta el procesamiento de antigenos e induce la presentacion de
péptidos en las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase
I y Il en las APC (Lakshmi-Narendra y col., 2013). Ademas, mediante la expresion de
moléculas efectoras, como granzima B y perforina, pueden inducir en forma directa la

lisis de las células tumorales (Lakshmi-Narendra y col., 2013).




A pesar que las primeras observaciones le asignaron al sistema inmune un
papel en la eliminacién de tumores, actualmente se sabe que existen algunas células
del sistema inmune que podrian favorecer al desarrollo tumoral. Entre estas células se
encuentran los linfocitos Tregs, las células mieloides supresoras (MDSC) y los
macréfagos asociado al tumor (TAMs). Los linfocitos Treg se acumulan en el tumor y
suprimen directamente la actividad antitumoral de los linfocitos T CD4+ y T CD8+
citotéxicos, via secrecion de IL-10 y TGF-B (Yu y col., 2005). Por otra parte, las MDSC
y TAMs son capaces de regular la respuesta antitumoral mediante la supresién de la
actividad citotéxica de los linfocitos T, la inhibicién de células dendriticas, NK y
linfocitos B (Egeblad y col., 2010). Mediante la expresién de las enzimas arginasa-1 y
6xido nitrico sintetasa (NOS2), los TAMs y MDSC son capaces de depletar el medio
del aminoécido L-arginina, lo que inhibe la activacién de los linfocitos T (Dolcetti y col.,
2008). Ademas, tanto MDSC como TAMs son capaces de promover el desarrollo
tumoral, la angiogénesis y metastasis mediante la secrecién de citoquinas como 1L-6,

TNF e IL-1B (Egeblad y col., 2010; Zamarron & Chen, 2011).

3.4 Linfocitos Th17 y Cancer

Debido a las caracteristicas inflamatorias de los linfocitos Th17, se ha estudiado
y determinado que estos cumplen un rol patogénico en diversas enfermedades
autoinmunes e inflamatorias. Por ejemplo, en psoriasis se ha detectado que en los
linfocitos T aislados desde las lesiones en la piel predomina el fenotipo Th17, y en
artritis reumatoide y esclerosis multiple se han detectado altos niveles de IL-17 en las

heridas y suero de pacientes enfermos (Korn y col., 2009).
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Recientemente, numerosos estudios se han realizado para determinar si los
linfocitos Th17 tienen una actividad antitumoral o protumoral. Estudios en pacientes
con melanoma, hepatocarcinoma, cancer de colon y cancer de mama, muestran que
existe un aumento en el numero de linfocitos Th17 que infiltran el tumor (Su y col,,
2010; Kuang y col., 2010). En pacientes con cancer gastrico se ha observado un
incremento en el nimero de linfocitos Th17, tanto en sangre como en el linfonodo
drenante del tumor, lo cual se correlaciona con estadios clinicos avanzados de la
enfermedad (Zhang y col., 2008; lida y col., 2011). En pacientes con céncer de colon,
una mayor infiltracién de linfocitos Th17 se correlaciona con un peor diagnéstico de la
enfermedad (De Simone y coll., 2013). Por el contrario, un estudio realizado en
pacientes de céncer de prostata demostré que el ndmero de linfocitos Th17 que
infiltran al tumor se correlacionan negativamente con la Escala de Gleason (escala
para determinar el grado de agresividad de! cancer), lo que implicaria que los linfocitos
Th17 tienen un efecto antitumoral en este tipo de cancer (Sfanos y col., 2008). Similar
a lo que ocurre en humanos, se ha detectado un aumento en el numero de linfocitos
Th17 en la sangre, médula désea, bazo y principalmente en e! tumor, en modelos

murinos de cancer de préstata, fibrosarcoma, melanoma, etc. (Kryczek y col., 2007).

Los linfocitos Th17 constituyen una poblacion pequefia dentro del
microambiente tumoral, pero aun asi se encuentran presentes en una proporcion
mayor respecto a otras células inmunes (Wilke y col., 2011). El porcentaje de linfocitos
Th17 en el tumor (0-20%) se correlaciona positivamente con el porcentaje de linfocitos
Th1 (20-80%), Tc1 (20-80%) y NK (0-6%) (Kryczek y col., 2008). Sin embargo, existe
una correlacion inversa entre el porcentaje de linfocitos Th17 (0-20%) vy Treg (5-40%)

(Kryczek y col., 2009), lo que explicarfa el niumero limitado de linfocitos Th17 en el
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tumor. Se ha descrito que en el tumor los linfocitos Treg suprimirian a los linfocitos
Th17, lo que constituiria otro mecanismo del tumor para evadir al sistema inmune

(Kryczek y col., 2009).

La funcién antitumoral de los linfocitos Th17 no se ha relacionado con una
capacidad de destruir directamente a las células tumorales sino mas bien con [a
capacidad de reclutar células inmunes efectoras (Zou & Restifo, 2010; Nufiez y col.,
2013). Se ha reportado que los linfocitos Th17, incluidos los que infiltran el tumor, no
expresan granzima B o perforina (Kryczek y col., 2009). Sin embargo, la IL-17 junto con
el IFN-y producido por los linfocitos Th1 actian en forma sinérgica, induciendo la
expresion de las quimioquinas CXCL9 y CXCL10 en células tumorales y macrofagos,
las cuales promueven la migracion de linfocitos T CD8+ y NK hacia el tumor (Kryczek y
col., 2009). Ademas, los linfocitos Th17 son capaces de inducir la produccién de la
quimioquina CCL20 por el tejido tumoral, la cual promueve el reclutamiento de células
dendriticas hacia el tumor y linfonodo drenante (Zou & Restifo, 2010). Esto permitiria
una mayor activacién de linfocitos T CD8+ y, por lo tanto, una respuesta antitumoral

mas potente (Zou & Restifo, 2010).

Por otra parte, el rol protumoral de los linfocitos Th17 se asocia principalmente
a la produccién de IL-17 por estas células, esto debido a las propiedades pro-
angiogénicas de esta citoquina. En células endoteliales y fibroblastos la IL-17 es capaz
de inducir una serie de factores angiogénicos, incluyendo el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) e IL-8 (Murugaiyan & Saha, 2009). La |L-17 también induce
la produccién de IL-6 en las células tumorales y en el estroma asociado al tumor,

promoviendo [a activacién de STAT3, factor de transcripcién que aumenta la expresion

12




de genes de sobrevida y pro-angiogénicos (Wang y col., 2009). Ademas, la activacion
de STAT3 induce la expansion de las MDSC y la produccion de citoquinas
proinflamatorias, quimioquinas y metaloproteinasas implicadas en la migracién celular y

metdstasis (Hemdan, 2013).

3.5 Adenosina e Inmunosupresién en Cancer: Rol de las Ectonucleotidasas CD39

y CD73.

La adenosina es un nucledsido purinico con una variedad de efectos en
distintos 6rganos y tejidos (Kumar, 2013). Constitutivamente se encuentra presente en
el medio extracelular a bajas concentraciones (<1 uM) {(Kumar, 2013). No cbstante, su
concentracién se puede elevar considerablemente (10-20 veces) bajo condiciones de

esirés metabdlico, como por ejemplo durante Iz inflamacion y el cancer (Kumar, 2013).

Mediante la estimulacién de los receptores A2A y A2B, la adenosina ejerce un
efecto inmunosupresor e inmunomodulador en las células inmunes que infiltran el
tumor (Kumar, 2013). En macréfagos [a adenosina induce la adquisicién de un fenotipo
M2 (protumoral), aumentado la secrecion VEGF e IL-10 (Grinberg y col., 2009).
Ademas, la adenosina promueve la expansién de MDSC (Ryzhov y col., 2011) e inhibe
la actividad antitumoral de los linfocitos NK, disminuyendo la produccion de TNF-o e
IFN-y y la expresion de perforina y Fask (Miller y col., 1999). En las células dendriticas,
la adenosina disminuye la expresién de moléculas co-estimulatorias e induce un
aumento en la secrecion de factores angiogénicos, pro-inflamatorios e

inmunosupresores, como VEGF, IL-8, IL-6, IL-10 y TGF-B (Novitskiy y col., 2008). En



[

T

T

los linfocitos T la adenosina disminuye la proliferacion y la secrecion de IL-2 e IFN-y e
induce la produccion de TGF-8, promoviendo la generacién de linfocitos Treg (Zarek y

col., 2008).

La principal via de acumulacién de adenosina a nivel exiracelular se produce a
partir de la desfosforilacién de ATP por las ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Junger,
2011). CD39 se encarga de hidrolizar el ATP y ADP hacia AMP, mientras que CD73
hidroliza el AMP para generar adenosina (Ghiringhelli y col., 2012). CD39, descrito
originalmente como un marcador de activacion linfoide (Maliszewski y col., 1994), se
expresa en distintos niveles en una variedad de células inmunes, como por ejemplo en
monocitos, neutréfilos, linfocitos B, células dendriticas y linfocites T (Pulte y col., 2007;
Borsellino y col., 2007). CD73, considerada la enzima limitante en la generacién de
adenosina extracelular (Resta y col.,, 1998), se expresa en linfocitos B y células
dendriticas, células endoteliales y epiteliales, fibroblastos, en linfocitos Treg pero no en
linfocitos T virgenes (Beavis y col., 2012). Incluso, se ha descrito [a expresién de [as
ectonuclectidasas CD39 y CD73 en las células tumorales en varios tipos de cancer,
incluyendo: melanoma, leucemia, cancer de mama, cancer gastrico, cancer de colon,
etc. (Beavis y col., 2012). Debido a esto, CD39 y CD73 estan siendo considerados
como nuevos blancos terapéuticos en oncologia, desarrollando anticuerpos o farmacos

que puedan inhibir su funcién (Ghiringhelli y col., 2012; Bastid y col., 2013).

La produccion de adenosina ha sido descrita como uno de [os mecanismos por

los cuales los linfocitos Treg suprimen la respuesta inmune. La expresion coordinada
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de CD39 y CD73 en los linfocitos Treg permite generar adenosina a partir del ATP y,

por lo tanto, suprimir la proliferacion de los linfocitos T (Deaglio y col., 2007).

Recientemente, se ha descrito que los linfocitos Th17 diferenciados in vitro con
TGF-8 e IL-6 (Th17 Regulatorios) tendrian propiedades inmunomeduladoras debido a
que expresan altos niveles de CD39 y CD73 (Chalmin et al., 2012). Por otra parte,
linfocitos Th17 diferenciados in vitro en presencia de IL-6, IL-1p e IL-23 y en
ausencia de TGF-pB (Th17 inflamatorios), se caracterizarian por tener un perfil
inflamatorio (Ghoreschi et al., 2010), con una baja expresion de CD39 and

CD73 (Chalmin et al., 2012). Mas aun, se ha descrito que un porcentaje de células

Th17 son capaces de expresar CD39 y CD73 en el tumor, lo cual permitiria especular
que estas células estan favoreciendo el crecimiento tumoral mediante la produccion de
adenosina (Chalmin y col., 2012). En conjunto, estos antecedentes permiten postular la
hipétesis que el microambiente tumoral induce la expresion de CD39 y CD73 en
células Th17, modificando su funcién de célula pro-inflamatoria a inmunocsupresora

como uno de los mecanismos para escapar a la inmunovigilancia.
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4. HIPOTESIS

Los linfocitos Th17 presentes en el microambiente tumoral expresan las
ectonuclectidasas CD39 y CD73, las cuales le confieren propiedades

inmunosupresoras protumorales.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
- Estudiar la expresion de CD39 y CD73 en los linfocitos Th17 en el
microambiente tumoral y correlacionar [a expresion de estas ectonucleotidasas con
la funcion de las células Th17.

5.2 Objetivos Especificos

- Estudiar la expresiéon de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos

Th17 in vivo en un modelo murino de melanoma.

- Generar y caracterizar in vifro linfocitos Th17 inflamatorios y regulatorios.

- Estudiar in vivo la actividad protumoral de los linfocitos Th17 que expresan altos

niveles de CD39 y CD73.




6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ratones

Ratones C57BL/6 (WT), OT-ll, B6.129P2(Cg)-Rorc™?*J (RORc), C57BL/6-
[117atm1Begenf) (IL-17-GFP) y ratones B6.SJL-Piprc® Pep3’/Boyd (CD45.1), fueron
comprados a The Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA). Los ratones homocigotos
RORc (o RORytes™) poseen un knock-in de GFP en el gen ROR-y especifico para [a
isoforma ROR-yt, por lo cual son incapaces de expresar el factor de transcripcion
RORyt y, por lo tanto, son deficientes en linfocitos Th17. Los ratones OT-Il presentan
una insercion genética en el cromosoma Y que les permite expresar en los linfocitos T
CD4* un TCR transgénico (cadenas Va2 y VB5), con especificidad contra un péptido de
ovoalbimina (OVAazs-33e) presentado en contexto de MHC-II I-AP. Los ratones IL-17-
GFP expresan [a proteina EGFP como marcador de la produccion de IL-17. Ratones
OT-ll que expresan ambas isoformas de CD45 (CD45.1 y CD45.2) se generaron
mediante la cruza de ratones OT-ll (CD45.2) con ratones B6.SJL-Pfprc? Pep3®/BoyJ
(CD45.1). Todos los ratones fueron mantenidos en el bioterio de la Fundacién Ciencia
y Vida en condiciones libres de patégenos especificos. Para los experimentos se

utilizaron ratones entre 6 y 10 semanas de edad.

6.2 Genotipificacién de ratones RORc

La identificacion del genotipo de las crias de los ratones transgénicos RORg,

que portan la mutacién de forma heterocigota u homocigota, se realizé6 mediante un
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ensayo de PCR. El ADN gendmico de cada ratén se obtuvo mediante el metodo
HOTSHOT. Para esto, un trozo de 1-2 mm de cola del ratén se sumergié en solucion
de lisis alcalina (NaOH 2,5 mM+ EDTA 0,2 mM, pH 12) y se incub6 por 2 horas. Luego,
esta solucién se neutralizé con una solucién de Tris-HC! (40 mM), obteniéndose ADN

genomico del ratén listo para ser utilizado en una reaccion de PCR.

El genotipo se verificd con una reaccién de PCR convencional utilizando
Platinum PCR Supermix (Invitrogen) de acuerdo a las condiciones sugeridas por The
Jackson Laboratory {(Bar Harbor, USA). Se utilizaron los siguientes partidores: sentido
5-CCC CCT GCC CAG AAA CAC T-3'; antisentido WT 5-GGA TGC CCC CAT TCA
CTT ACT TCT-3'; antisentido RORc 5-CGG ACA CGC TGA ACT TGT GG -3. El
resultado del PCR se analizé6 mediante una electroforesis en un gel de agarosa 2,5%.
El amplicén de! gen no alterado tiene un peso molecular de 174 pb, mientras que el

amplicon de la versién transgénica tiene un peso molecular de 241 pb.

6.3 Lineas y modelos tumorales

La linea tumoral de melanoma murino B16.F10 se obtuvo de ATCC. Las células
B16 gue expresan ovoalblimina, B16-OVA, fueron donadas por el Dr. Randolph Noelle
(Dartmouth Medical School, USA). Para [a obtencién de tumores intradérmicos se
inyectaron, por via intradérmica (i.d.), 0,6 x 10° células B16-OVA o 1,5 x 10° células
B16.F10 en el costado derecho de ratones de entre 6 y 10 semanas de edad. La
evolucion del tamafio tumoral se evalud cada dos dias mediante dos mediciones
perpendiculares del tumor realizadas con un pie de metro. Los tumores se desarrollan

en el raton hasta un tamafio maximo de 250 mm? antes de ser sacrificados.
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6.4 Anticuerpos

Los anticuerpos contra CD4 APC-eFluor780 (clon GK1.5), CD39 PE (clon
24DMS1), CD73 PE-Cy7 (clon TY/11.8), CD73 PerCP-eFluo710 (clon TY/11.8), Va2
PE {clon B20.1), CD16/32 (clon 93), IL-17 eFluor660 (clon eBio17B7), IFN-y eFluor660
(clon XMG1.2), IFN-y FITC (clon XMG1.2), CD25 APC {clon PC61.5), CD11¢c PE (clon
N418), Foxp3 PE-Cy7 (clon FJK-168s) se compraron a eBioscience; el anticuerpo contra
VPS5 FITC (clon MR9-4) se compré a BD Biosciences; y los anticuerpos contra CD4
FITC (clon GK1.5CD), CD4 APC (clon GK1.5), I-Ab FITC (clon 25-09-17), B220 APC

{clon Ra3-6B2), CD45.1 PE-Cy7 (clon A20) se compraron a BioLegend.

6.5 Citometria de flujo

Para la deteccion de moléculas de superficie mediante citometria de flujo se
incubaron células con un anticuerpo contra CD16/CD32 (Fc Block) en medio PBS + 2%
SFB durante 20 minutos a 4°C y oscuridad, con el fin de bloquear receptores Fc.
Luego, se lavaron las células con PBS + 2% SFB y centrifugaron a 600 x g por 7
minutos a 4°C. Posteriormente, las células se incubaron con los respectivos
anticuerpos fluorescentes en PBS + 2% SFB durante 20 minutos a 4°C y oscuridad.
Para descartar las células muertas se agregé, junto con los anticuerpos, un reactivo
para determinar viabilidad (Fixable Viability Dye eFluor 780, eBiosciences). Finalmente,
se lavaron con PBS + 2% SFB, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y

se resuspendieron en 200 pL de PBS + 2% SFB para ser analizadas.
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Para marcaje intracelular, luego del marcaje extracelular descrito anteriormente,
las células se fijlaron y permeabilizaron con BD Cytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences), o con el kit Foxp3 /
Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience) en los casos en que se marcd

Foxp3.

Para fijar y permeabilizar las células usando BD Cytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences), las células se incubaron con
200 pL de BD Cytofix/Cytoperm durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Al cabo de la
incubacion, las células se [avaron con 700 pl de Permwash y se centrifugaron a 700 x
g durante 8 minutos a 4°C. Luego, las células se incubaron con los respectivos
anticuerpos diluidos en 50 pL de Permwash, duranie 30 minutos a 4°C y oscuridad.
Finalmente, se lavaron con 700 pL de Permwash y se centrifugaron a 700 x g por 8

minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 ulL de PBS + 2% SFB.

Para fijar y permeabilizar las células utilizando el kit Foxp3 / Transcription Factor
Staining Buffer Set (eBioscience), las células se incubaron con 300 pl de
Fixation/Permeabilization (eBioscience), durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Al cabo
de la incubacion, las células se lavaron con 700 pL de Permeabilization Buffer y se
centrifugaron a 700 x g durante 8 minutos a 4°C. Luego, las células se incubaron con
los respectivos anticuerpos diluidos en 100 puL de Permeabilization Buffer, durante 30
minutos a 4°C y oscuridad. Finalmente, se lavaron con 700 pL de Permeabilization
Buffer, se centrifugaron a 700 x g por 8 minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 pL

de PBS + 2% SFB.
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Las células se analizaron mediante citometria de flujo en un citdmetro
FACSCanto Il {BD Biosciences), v los datos fueron procesados con el programa

FlowJo (Tree Star, Inc.).

6.6 Procesamiento de 6rganos linfoides secundarios y tumor

Para la obtencidén de esplenocitos se disectd el bazo del ratén y se recibid en
una placa de Petri con 10 mL de RPMI + 10% SFB. El bazo se perfundié para obtener
una suspension celular, ia cual se centrifugé a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Luego,
se resuspendid en 2 mL buffer de lisis de glébulos rojos (RBC Lisis Buffer,
eBioscience) durante 5 minutos en hielo. La lisis se detuvo agregando 8 mL RPMI +
10% SFB a las células y se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Las

células se resuspendieron en 10 mL de RPMI + 10% SFB.

Para la obtencidn de células désde los ganglios linfaticos, éstos se disectaron y
se disgregaron con una tijera. Finalmente, la suspension celular se filtré por una malla

metalica de 90 um, llevando a un volumen de 5 mL con RPMI + 10% SFB.

Tumores entre 50 y 150 mm? se disectaron y disgregaron mecanicamente con
una tijera en HBSS + 5% SFB. La suspension celular y restos de tejido se traspasaron
a un tubo falcon de 15 mL y se realizé una digestion enzimatica con 1 mg/mL de
Colagenasa D (Roche) y 0,05 mg/mL de DNAsa | (Roche), incubando a 37°C con
agitacidon suave durante 30 minutos. Al terminar la digestion, el tejido se filtré a través

de una malla de 70 pm (cell strainer, BD), se centrifugd a 500 x g durante 5 minutos a
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4°C y se resuspendio en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos por 5 minutos en
hielo. La lisis se detuvo agregando 8 mL HBSS + 5% SFB a las células y se
centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos a 4°C. Luego de esto, las células se
resuspendieron en 3 mL de Percoll 40%. Con una pipeta Pasteur, se agregé el mismo
volumen de Percoll 70% baijo la suspensién celular y se centrifugé a 750 x g durante 20
minutos, a temperatura ambiente. Luego, se recuperé el anillo que se produce entre las
dos fases, el cual contiene las células mononucleares, y se traspasé a otro tubo donde
se lavo con 10 mL HBSS + 5% SFB y se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a
4°C, de manera de eliminar el Percoll existente. Finalmente, las células se

resuspendieron en 2 mL de RMPI + 10% SFB.

6.7 Obtencion de células CD4+ a partir de bazo

Se obtuvieron esplenocitos a partir del bazo de ratones OT-ll CD45.1/CD45.2.
Las células se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se resuspendieron en
2 mL buffer de lisis de glébulos rojos durante 5 minutos. Tras la lisis de glébulos rojos,
las células se lavaron con 8 mL RPMI + 10% SFB y se centrifugaron a 600 x g durante
7 minutos a 4°C, tras lo cual se resuspendieron en 10 mL de RPMI + 10% SFB. Para
aislar linfocitos T CD4, los esplenacitos centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a
4°C y se incubaron con perlas magnéticas acopladas a anticuerpos o-CD4 (Miltenyi
Biotec) (75 uL de perlas por cada 100 millones de esplenocitos) en Verseno + 0,5%
SFB, durante 20 minutos a 4°C con agitacion rotatoria suave. Luego de [a incubacion,
se lavaron con 8 mL Verseno + 0,5 % SFB a las células y se centrifugaron a 600 x ¢

durante 7 minutos a 4°C, tras lo cual se resuspendieron en 1 mL de Verseno + 0,5%
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SFB. La suspensi6n celular se traspasé a una columna (Columna LS, Milienyi Biotec) y
se realizd la seleccién positiva de los linfocitos T CD4+ mediante separacion
inmunomagnética. Las células se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se
resuspendieron en medio de cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Media)
suplementado con 10% de SFB, 0,25 pg/imL de Fungizona y 0,05 pM de f-
mercaptoetanol. La pureza de la preparacion se verificoé cada vez mediante citometria

de flujo, obteniéndose siempre sobre un 85% de células CD4*,

6.8 Generacién de células Th17 in vitro

Para obtener células Th17 especificas contra OVA, se aislaron linfocitos T CD4
a partir de ratones OT-Il CD45.1/CD45.2, los cuales se activaron de forma policlonal
con anticuerpos contra CD3 y CD28 en diferentes condiciones de polarizacion. Los
anticuerpos a-CD3 y a-CD28 se utilizaron adheridos a la placa. Para esto se incubaron
los pocillos con 100 pL de los anticuerpos disueltos en PBS durante 4 horas a 37 °C,

para posteriormente lavarlos dos veces con 200 pl de PBS frio.

Para generar linfocitos Th17 se cultivaron 100.000 linfocitos T por pozo en 200

ul. de medio de cultivo, en placas de 96 pozos durante 4 dias a 37°C y 8% COg, en

presencia de los siguientes anticuerpos y citoquinas:
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Tabla 1. Anticuerpos y citoquinas utilizados en la diferenciacion de

linfocitos Th17 regulatorios o linfocitos Th17 inflamatorios.

Th17 regulatorios Th17 inflamatorios
o~-CD3 (2 pg/mL) o-CD3 (2 pg/mL)
o-CD28 (2 yg/mL) a-CD28 (2 pg/ml.)
TGF-$1 (2 ng/mL) TGF-B3 (2 ng/mL)
{L-6 (20 ng/mL) IL-6 (20 ng/mL)
IL-1B (10 ng/mL) IL-18 (10 ng/mL)
o-lFN-y (5 pg/mL) o-IFN=y (5 pg/mL)

Luego de 4 dias de cultivo se realizé una segunda ronda de diferenciacion. Se
recuperaron las células de los pocillos, se lavaron con PB2 +10% SFB y se
centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Esto se repitié dos veces, tras lo cual
las células se resuspendieron en medio de cultivo. Se cultivaron 1x10° linfocitos Th17
por pozo en 2 mL de medio de cultivo, en placas de 24 pozos. Las células se activaron
nuevamente de forma policlonal en presencia de anticuerpos contra CD3 y CD28
(adheridos a placa en el caso de los linfocitos Th17 regulatorios, solubles en el caso de

los linfocitos Th17 inflamatorios).

Los linfocitos Th17 se diferenciaron en presencia de las siguientes citoquinas y

anticuerpos:
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Tabla 2. Anticuerpos y citoquinas utilizados en la segunda ronda de

diferenciacion de los linfocitos Th17 regulatorios o linfocitos Th17 inflamatorios.

Th17 regulatorios Th17 inflamatorios
a-CD3 (1 pg/mL) o~CD3 (1 pg/mL)
o-CD28 (1 pg/mL) o~-CD28 (1 pg/mL)
IL-6 (20 ng/mL) IL-6 (20 ng/mL)
TGF-B1 (2 ng/mL) IL-1B (10 ng/mL)

IL-23 (25 ng/mL)

Los cultivos se incubaron durante 3 dias a 37°C y 5% CO;, luego de lo cual se

verificé el fenotipo de los linfocitos resultantes mediante citometria de flujo.

6.9 Aislamiento de células Th17

Las células Th17 generadas in vifro se aislaron mediante cell sorfing en base a
la expresion de IL-17, CD39 y CD73. Esto es posible debido a que la IL-17 forma
heterodimeros con la IL-17F, la cual tiene dominios transmembranas, lo que permite la
expresion transitoria de IL-17 en la superficie (Brucklacher-Waldert y col., 2009). Para
activar las células Th17, éstas se incubaron en RPMI + 10% SFB a una concentracion
de 2,5 x 108 células/mL, en presencia de PMA 0,25 1M (Sigma) e lonomicina 1 pg/mL
{Sigma) durante 4 horas a 37°C y 5% COQ.. Luego de la incubacién, las células se
centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se incubaron con los anticuerpos
fluorescentes CD4, CD39, CD73 e IL-17 en PBS + 2% SFB, a una concentracion de

100 x 10® células/mL, durante 20 minutos a 4°C y oscuridad. Posteriormente, se
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centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se resuspendieron en RPMI + 10%

SFB para ser aisladas por el Cell Sorter FACSAria Il (BD Biosciences).

6.10 Transferencia adoptiva de células Th17 regulatorias o Th17 inflamatorias

Al dia 7 posterior a la inyeccion i.d. de células tumorales, 1 x 10° células Th17
generadas in vitro y sorteadas, se inyectaron en el ratén por via intravenosa (i.v.). En
el caso de un experimento de crecimiento tumoral, se realizé un seguimiento al
crecimiento al medir los tumores en el tiempo hasta el dia 21, dia en el cudl los ratones

son sacrificados para analisis.

6.11 Ensayo de supresion in vitro

Para los ensayos de supresion, se utilizaron linfocitos T CD4+ marcados con
“CellTrace Violet (Invitrogen) como poblacién respondedora. Para esto, [os linfocitos T
CD4 de un raton OT-Il se aislaron mediante separacion magnética, de la forma descrita
anteriormente, y luego se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y
resuspendieron en PBS (37 °C), a una concentracién de 10x10°® células/mL. Se les
agregé CellTrace Violet, a una concenfracion final de 5uM, y se incubaron durante 20
minutos a 37 °C en oscuridad. Luego, se les agregé RPMI + 10% SFB y se incubaron a
temperatura ambiente por 5 minutos. Las células se centrifugaron a 600 x g durante 7
minutos a 4°C y se resuspendieron en medio de cultivo IMDM suplementado con 10%

de SFB, 0,25 pg/mL de Fungizona y 0,05 uM de p-mercaptoetanol.
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Para obtener células presentadoras de antigeno (APC), se disecté el bazo de
un ratén C57BL/6 y se recibidé en 4,5 mL de PBS + 10% SFB. Se disgregd con una
tijera, se realiz6 la digestion enzimética con 1 mg/mL de Colagenasa D (Roche) y 0,05
mg/mL de DNAsa | (Roche) y se incubd a 37°C con agitacién rotatoria leve durante 45
minutos. Al finalizar la incubacion, la muesira se filtré en un cef! strainer de 70 pm, lse
centrifugé a 600 x g durante 7 minutos 4°C y se resuspendid en 2 mL buffer de lisis de
glébulos rojos durante 5 minutos. Tras la lisis de glébulos rojos, las células se lavaron
con 8 mL e RPMI + 10% SFB, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y
resuspendieron en 10 mL de RPMI + 10% SFB. Para aislar las APCs, los esplenocitos
se incubaron con perlas magnéticas acopladas a un anticuerpo o-CD11¢ (Milienyi
Biotec) (30pL de perlas por cada 100 millones de esplenocitos) en Verseno + 0,5%
SFB, durante 20 minutos a 4°C con agitacion rotatoria suave. Luego de la incubacion,
las células se lavaron Verseno + 0,5% SFB, se centrifugaron a 600 x g durante 7
minutos a 4°C y resuspendieron en 1 mL de Verseno + 0,5% SFB. . La suspensién
celular se fraspasé a una columna {Coclumna LS, Miltenyi Biotec) y se realizé la
seleccion positiva de las células CD11c mediante separacién inmunomagneética. Las
células se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se resuspendieron en
medio de cultivo IMDM suplementado con 10% de SFB, 0,25 pg/mL de Fungizona y
0,05 uM de B-mercaptoetanol. El fenotipo y porcentaje de pureza se verificé mediante

citometria de flujo.

En el ensayo de supresién, los linfocitos Th17 regulatorios o Th17 inflamatorios
fueron sorteados en base a la expresién de CD4, IL-17, CD39 y CD73. Se co-cultivaron

100.000, 50.000 O 25.000 linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios con 50.000
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linfocitos T CD4 marcados con CellTrace Violet y 20.000 APC, en presencia del péptido
OVAas2:-339 @ una concentracion 2ptM, en 200 pl de medio de cultivo. El co-cultivo se
realizé en placas de 96 pozos, durante 3 dias a 37°C y 5% CO., luego de lo cual se

verifico 1a proliferacion de los linfocitos T CD4 mediante citometria de flujo.

Para el ensayo de supresion en placa transwell, los linfocitos T CD4 se
plaquearon junto a las APC en el compartimiento inferior. Los linfocitos Th17
inflamatorios o los linfocitos Th17 regulatorios se plaquearon en el compartimiento
superior. Se co-cultivaron 150.000, 75.000 O 32.500 linfocitos Th17 regulatorios o
inflarnatorios con 75.000 linfocitos T CD4 marcados con CellTrace Violef y 30.000 APC,
en presencia del péptido OVAsz:-33¢ @ una concentracion 2uM, en 300 pL de medio de
cultive. El co-cultivo se realizé durante 3 dias a 37°C y 5% COy, luego de lo cual se

verificé la proliferacion de los linfocitos T CD4 mediante citometria de flujo.

6.12 Activacion de linfocitos

Para analizar la expresion de citoquinas por parte de linfocitos , éstos fueron
incubados en RPMI + 10% SFB a una concentracién de 2 x 108 células/mL, y activados
en presencia de PMA 0,25 uM (Sigma), lonomicina 1 pg/mL (Sigma) y Brefeldina A 10
pg/mL (GolgiPlug, BD Biosciences), durante 4 horas a 37°C y 5% CO.. Luego de la

incubacion, se centrifugaron a 600 x g durante 7 a 4°C y se resuspendieron en PBS +

2% SFB.
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6.13 Anadlisis de citoquinas en el sobrenadante

Células Th17 regulatorias e inflamatorias se activaron con PMA 0,25 pM
(Sigma) e lonomicina 1 pg/mL (Sigma), a una concentracion de 1 x 108 células/mL,
durante 3 horas a 37°C y 5% CO.. Luego de la incubacién, se centrifugaron las células
a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se recolectd el sobrenadante. Las citoquinas en
los sobrenadantes se analizaron mediante el kit CBA Mouse Th1/Th2/Th17 (BD
Biosciences), el cual detecta IL-10, IL-17, TNF-¢, IL-4, IL-8, IFN-y e IL-2. La deteccién
de GM-CSF se realizé mediante ELISA, siguiendo las instrucciones del fabricante

(Mouse GM-CSF ELISA Set, BD Biosciences).

6.14 Analisis estadistico

Los datos son presentados como el promedio * el error estandar. Los analisis
estadisticos de la intensidad media de fluorescencia (IMF) y porcentaje de células se
realizaron con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con post test de Dunn. Para el
analisis estadistico de las curvas de crecimiento tumoral entre distintos tratamientos se

utilizd un analisis de ANOVA de 2 vias con correccidn de Bonferroni.

Todos los andlisis se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.0

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). En fodos los casos se considera la

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

7.1 Los linfocitos Th17 estan presentes en el tumor

Datos de la literatura indican que en ratones se produce un aumento en el
numero de linfocitos Th17 en la sangre, médula dsea, bazo y tumor, en modelos
murinos de cancer de préstata, fibrosarcoma, melanoma, etc. (Kryczek y col., 2007).
En base a este antecedente, inyectamos ratones C57BL/6 con la linea tumoral
B16.F10 y realizamos posteriormente una caracterizacién fenotipica de los linfocitos

Th17 en diferentes 6rganos y en el tumor.

Como se observa en la Figura 1A y 1B, en todos los 6rganos analizados, tanto
en ratones con o sin tumor se observan células Th17 analizadas mediante citometria
de flujo, existiendo variaciones en el porcentaje de estas células en los distintos
érganos. Si bien no encontramos diferencias en el porcentaje de células Th17 en el
bazo de ratones con y sin tumor, al comparar el linfonodo periférico (PLN) de ratones
sin tumor con el linfonodo drenante del tumor (TdLN) observamos una disminucién en
el porcentaje de células Th17 en este Ultimo 6érgano. En consecuencia, esta

disminucién podria relacionarse con una migracion de las células Th17 hacia el tumor.
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Figura 1. Las células Th17 estan presentes en el tumor. Células del bazo, érgano
linfoide periférico (PLN), 6rgano linfoide asociado al tumor (TdLN) y tumor,
provenientes de ratones C57BL/6 con y sin tumor, fueron aisladas y analizadas por
citometria de flujo para determinar el porcentaje de células Th17. (A) Andlisis de
citometria de flujo de la produccion de IL-17 por linfocitos T CD4+ en diferentes
organos linfoides y tumor. (B) Se presenta el porcentaje de células Th17 (IL-17+/
CD4+) en diferentes érganos linfoides y tumor (n=8-13). Los datos en B se muestran
como la media £ SEM. *p<0,05; ***p<0,001; Test de Kruskall-Wallis.
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7.2 Los linfocitos Th17 expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73 in vivo

Se ha descrito que las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos Treg
tienen como funcién hidrolizar el ATP extracelular para la producciéon de adenosina,
actuando como uno de los mecanismos de supresion de la respuesta inmune utilizado
por estas células (Deaglio y col., 2007). Sin embargo, la expresion de CD32 y CD73 no
esta restringida a los linfocitos Treg, sino que se expresan en una variedad de células
del sistema inmune, como en monocitos, neutréfilos, linfocitos B, células dendriticas y
linfocitos T (Pulte y col., 2007; Borsellino y col., 2007). Un reporte reciente ha
demostrado la expresion de estas ectonucleotidasas en las células Th17 y sugiere que
estas moléculas, de manera similar a los Treg, les brindaria la capacidad de suprimir la
respuesta inmune mediante la produccién de adenosina (Chalmin y col., 2012). Para
estudiar si el microambiente tumoral induce la expresiéon de CD39 y CD73 en las
células Th17 analizamos la expresién de [as ectonucleotidasas en los linfocitos Th17
provenientes de ratones sanos y con tumores, y la comparamos con [a expresién de

CD39 y CD73 en los linfocitos Th1 (CD4+ IFN-y+} y linfocitos Treg (CD4+ Foxp3+).

Como se puede observar en la Fig. 2A y B, en el tumor existe un aumento de
fas células Th17 que expresan CD38 y CD73 (cerca del 50%), en comparacion a PLN y
TdLN (cerca de un 40%), lo cual demuestra que el microambiente tumoral favorece la
expresion de estas ectonucleotidasas. Sorprendentemente, el porcentaje y nivel de
expresion de CD39 (Intensidad media de fluorescencia, IMF) es menor en células Th17
respecto del nivel de expresién observado en linfocitos Treg y Th1 en todos los
érganos observados (Fig 2C). Interesantemente, el nivel de expresién de CD73 se

mantuvo constante en las células Th17 en el tumor y en todos los drganos analizados,
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a diferencia de las células Th1 y Treg, en las cuales se observa menor expresion de
CD73 en el tumor (Fig. 2C). En conclusion, el microambiente tumoral favorece la

expresion de la ectonucleotidasa CD39 en los linfocitos Th17, Th1y Treg.
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Figura 2. Expresioén de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en células Th17, Th1 y
Treg presentes en 6rganos de ratones con y sin tumor. Células de PLN (o TdLN) y
tumor provenientes de ratones C57BL/6 fueron aisladas y analizadas por citometria de flujo. (A)
Analisis de la expresion de CD39 y CD73 en las células Th17 (CD4+IL-17+), Th1 (CD4+ IFNy+)
y Treg (CD4+FoxP3+). (B) Porcentaje de células Th17 CD39+ CD73+ (CD4+ |IL-17+) en ratones
con o sin tumor (n=7-13). (C) Comparacién de la intensidad media de fluorescencia de CD39 y
CD73 en las células Th17 (CD4+IL-17+), Th1 (CD4+ IFNy+) y Treg (CD4+FoxP3+) (n=6-7). Los
datos en B y C se muestran como la media + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, Test de
Kruskal-Wallis.




7.3 Generacion in vitro de linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios

Se ha demostrado que la expresion de CD39 y CD73 en los linfocitos Th17 se
debe a la accion conjunta de la IL-6 y TGF-B1, lo cual genera células Th17 regulatorias
que presentan altos niveles de expresién de CD39 y CD73 (Chalmin y col., 2012).
Ademés, estos mismos autores describieron que el cultivo de linfocitos T CD4+ en
presencia de IL-8, IL-1B e IL-23 induce la generacion de linfocitos Th17 inflamatorios
que no expresan las ectonuclectidasas CD39 y CD73 (Chalmin y col., 2012). Sin
embargo, en nuestras manos, el porcentaje de células Th17 inflamatorias que se
generaron en ausencia de TGF-p fue muy bajo (alrededor de un 10%). Por otra parte,
se ha descrito que TGF-B3 es capaz de inducir un perfil patogénico o “inflamatorio” en
los linfocitos Th17, caracterizado por una mayor expresion del receptor de IL-23 (Lee y
col., 2012). Por estas razones modificamos el protocolo para producir células Th17
inflamatorias y regulatorias realizando una primera activacion de 4 dias en presencia
de TGF-B1 o TGF-B3 para generar células Thi17 regulaiorias e inflamatorias,
respectivamente, y una segunda ronda de activacion de 3 dias de los linfocitos Th17,

donde los Th17 regulatorios se mantuvieron en presencia de TGF-B1 e [L-6, mientras

que los Th17 inflamatorios se cultivaron en ausencia de TGF-B3, con el fin de disminuir
los niveles de expresion de CD39 y CD73, y con IL-6, IL-18 e IL-23 (Ver tablas 1 y 2

de [a seccidn de materiales y métodos).

En la Fig. 3 se observa que ambos protocolos generan células Th17, sin

embargo, consistentemente obtuvimos menores porcentajes de células Th17 en las

condiciones para la generacion de células con un perfil inflamatorio.
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Al analizar la expresién de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 (Fig. 3)
observamos una expresion diferencial de estas moléculas utilizando los diferentes
protocolos de diferenciaciéon de células Th17. En la Fig.3 se observa que todos los
linfocitos Th17 regulatorios expresan CD73, pero solo un 60% de las células expresa
CD39. En el caso de los linfocitos Th17 inflamatorios, aproximadamente un 40% de las
células no expresa CD39 ni CD73 y solo un 16% de las células expresa ambas
moléculas. Esto indica que determinadas citoquinas favorecen la obtencion de

linfocitos Th17 con bajos o altos niveles de expresion de CD39 y CD73 in vitro.
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Figura 3. Las células Th17 inflamatorias o regulatorias generadas in vitro presentan una
expresion diferencial de las ectonucleotidasas CD39 y CD73.

Células T CD4+ aisladas del bazo de un ratén fueron activadas con a-CD3 y a-CD28 en
presencia de TGF-B1, IL-6, IL-1B y a-IFN-y o TGF-B3, IL-6, IL-1B y a-IFN-y para generar Th17
regulatorios o inflamatorios, respectivamente. Posteriormente, los linfocitos Th17 generados
fueron nuevamente activados con a-CD3 y a-CD28 en presencia de TGF- e IL-6 para generar
Th17 regulatorios o en presencia de IL-6, IL-1B e IL-23 para generar Th17 inflamatorios. Las
células se activaron por 4 horas en presencia de PMA, lonomicina y BFA para analizar la
produccién de IL-17 e IFN-y mediante citometria de flujo en una gate CD4+. Figura
representativa (n=5).

35




Para demostrar que las células Th17 generadas in vitro poseen un perfil
inflamatorio o regulatorio, se determind la produccién de citoquinas en las dos
poblaciones de linfocitos Th17. En la Fig. 4 se puede observar que tanto los linfocitos
Th17 regulatorios como los linfocitos Th17 inflamatorios secretan cantidades similares
de IL-17 y TNF. A pesar de que no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas, observamos que los linfocitos Th17 regulatorios secretan mayores
cantidades de [L-10, IL-2, IL-8, IFN-y e IL-4, y los linfocitos Th17 inflamatorios secretan
mayores cantidades de GM-CSF. Estos resultados demuestran que las células Th17
generadas in vitro seglin el protocolo descrito anteriormente presentan un perfil de

células con caracteristicas inflamatorias o regulatorias.
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Figura 4. Las células Th17 regulatorias © inflamatorias generadas in vitro
secretan un patrén diferencial de citoquinas.

Células Th17 regulatorias e inflamatorias fueron sorteadas en base a la expresién de
CD4, IL-17, CD39 y CD73. Posteriormente fueron estimuladas con PMA e lonomicina
durante 3 horas. La concentracion de citoquinas en los sobrenadantes fue
determinadas mediante CBA utilizando el kit Th1/Th2/Th17 y GM-CSF se determiné
mediante ELISA (n=3). Los datos se muestran como la media £ SEM.




7.4 Linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios no afectan la proliferacion de

linfocitos T CD4+ in vitro

Una vez generados los linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios
aprovechamos la expresion de CD39 y CD73 para aislar estos dos subtipos de
linfocitos Th17 mediante cell sorting. Enseguida, los linfocitos Th17 se utilizaron en un
ensayo de supresion in vitro, a fin de determinar si los diferentes subtipos de linfocitos

Th17 pedrian tener una funcién reguladora.

En la Fig. 5 se observa la proliferacion de los linfocitos T CD4+ OT-ll
(especificos para el péptido OVA), co-cultivados en presencia de linfocitos Th17
regulatorios (Fig. 5A) o linfocitos Th17 inflamatorios (Fig. 5B). La proliferacion se
determiné mediante la dilucién de la marca Celf Trace Violef, en donde cada peak
representa un ciclo de division celular. En gris se muestra la condicién control, sin
linfocitos Th17, en donde se aprecia que los linfocitos T CD4+ son capaces de
proliferar en presencia de células presentadoras y el péplido OVA. Cuando se co-
cultivaron tanto con linfocitos Th17 regulatorios (Fig. 5A) como con linfocitos Th17
inflamatorios (Fig. 5B) observamos que no existe una disminucién en la proliferacion de
los linfocitos T CD4+, Esto indica que los linfocitos Th17 regutatorios o inflamatorios no
tienen propiedades supresoras sobre los linfocitos T CD4+ y que la expresion de las
ectonucleotidasas CD39 y CD73 no se relacionaria en con un fenotipo

inmunosupresor.
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Figura 5. Linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios generados in vitro no
afectan la proliferacion de linfocitos T CD4+. Linfocitos T CD4+ especificos para el
péptido OVA fueron marcados con Cell Trace Violet y co-cultivados con células
presentadoras (APC) y diferentes proporciones de Th17 regulatorios o inflamatorios, en
presencia del péptido OVA 323-339. Los graficos muestran la proliferaciéon de linfocitos
T CD4+ co-cultivados con Th17 regulatorios (A, C) o Th17 inflamatorios (B, D). (n=1)
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7.5 Los linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios son capaces de retrasar la

progresién tumoral en ratones ROR-ytofriafe

Para determinar el papel de los linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios in
vivo, realizamos una transferencia adoptiva de linfocitos Th17 en ratones que
presentan tumores y que carecen de células Th17. Para esto se inyectaron ratones
RORyts®e® con [a linea tumoral B16.OVA y a los 7 dias, cuando el tumor ya es
palpable, se les inyectaron células Th17 regulatorias o inflamatorias (especificas contra

OVA).

Como se observa en la Fig. 6, ambos tipos de linfocitos Th17 son capaces de
retrasar e! crecimiento tumoral, respecto al control con PBS. A pesar de que los
tumores de los ratones inyectados con Th17, tanto regulatorios como inflamatorios,
crecieron menos que los tumores de los ratones inyectados con PBS, solo se obtuvo
una diferencia estadistica significativa al final del experimento, es decir, en el dia 17 de

la cinética.

Importantemente, no se observaron diferencias en la accion antitumoral de los
linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios, ya que ambas curvas de progresién tumoral
fueron practicamente iguales. En conclusién, la expresion de las ectonucleotidasas

CD38 y CD73 en los linfocitos Th117 no se relacionaria con un fenotipo protumoral.
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Figura 6. Curva de crecimiento tumoral en ratones ROR-yt¢P9" inyectados con
linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios. Ratones ROR-yt9s se inyectaron con
la linea tumoral B16.OVA de forma intradérmica. Luego de 7 dias, los ratones se
dividieron en tres grupos que fueron inyectados con 1 x 108 linfocitos Th17 regulatorios
o 1 x 108 linfocitos Th17 inflamatorias (sorteados en base a la expresién de CD4 e IL-
17), o PBS. Se midié el tamario tumoral hasta el dia 17 (n=3-11). Los resultados se
muestran como la media £ SEM. *p<0,05; Test Anova de 2 colas.
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7.6 Células Th17 generadas in vitro aumentan o mantienen la expresion de CD39

en el microambiente tumoral

Se ha descrito que existe una variedad de factores que influyen en la expresion
de CD39 y CD73, como por ejemplo algunas citoquinas (TGF-B, 1L-6, 1L-12) o la
hipoxia (Ghiringhelli y col., 2012). Para estudiar si el microambiente tumoral podria
influir en la expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos Th17, se
observd el fenotipo tanto de los linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios luego de Ia

transferencia adoptiva en ratones con turmor.

Como se puede observar en la Fig. 7, la mayoria de los linfocitos Th17
regulatorios mantienen la expresién de CD39 en el tumor, sin embargo, no todas las
células expresan CD39 en el bazo (Fig. 7C). Mas atn, en el tumor cerca de un 10% de

las células reduce la expresion de CD73.

En el caso de los linfocitos Th17 inflamatorios, un gran porcentaje de estas
células aumentan la expresién de CD73 en bazo y tumor. Interesantemente, un gran
porcentaje de estas células también aumentan la expresién de CD39 en el tumor y en
menor medida en el bazo (Fig. 7D). Estos resultados sugieren que el microambiente
tumoral induce la expresién de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos

Th17.
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Figura 7 Las células Th17 transferidas a ratones con tumor son capaces de
mantener o aumentar la expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73.

Células Th17 regulatorias o inflamatorias especificas contra OVA fueron generadas in
vitro y sorteadas en base a la expresion de CD4, IL-17, CD39 y CD73. Luego, fueron
transferidas a ratones congénicos ROR-yt9a® (CD45.2) inyectados con B16.OVA. Se
analiz6 la expresion de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 por parte de los linfocitos
Th17 a los 14 dias luego de transferidas las células. (A, B) Fenotipo de las células
previo a la inyeccién. Fenotipo de los Th17 transferidos en el bazo y el tumor de los
ratones inyectados con Th17 regulatorios (C) o Th17 inflamatorios (D). Figura
representativa (n=3-7).
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7.7 Linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios son capaces de adquirir un

fenotipo productor de IFN-y en el tumor

Se ha descrito que la capacidad antitumoral de los linfocitos Th17 depende de
IFN-y, presumiblemente debido a la capacidad de los linfocitos Th17 de convertirse en
células Th1 (Muranski y col., 2008). Por o mismo, ademas de estudiar la expresion de
CD39 y CD73 en los linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios estudiamos la
capacidad de estos linfocitos de adquirir un fenotipo Th1i. Para esto se inyectaron
ratones deficientes en linfocitos Th17 (RORyt#®9%) con la linea tumoral B16.0VA y a
los 7 dias se les inyectaron células Th17 regulatorias o inflamatorias (especificas para

QVA), las que fueron sorteadas en base a la expresién de CD39 y CD73.

Como se observa en la Fig. 8A y 8B, luego de 14 dias post transferencia
adoptiva, tanto los linfocitos Th17 inflamatorios como regulatorios son capaces de
producir IFN-y en el tumor. En el bazo los linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios no
producen I[FN-y y alrededor de un 40% de las células mantiene la expresion de IL-17
(Fig 8C). Interesantemente, en el tumor un mayor porcentaje de linfocitos Th17
regulatorios adquiere la capacidad de producir IFN-y, en comparacion con los linfocitos
Th17 inflamatorios (Fig. 8D). Ademas, en la Fig. 8D se observa que un porcentaje
similar de linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios mantiene la expresién de 1L-17
(cerca del 35%), pero un mayor porcentaje de los linfocitos Th17 inflamatorios pierde la
expresion de IL-17 y no es capaz de producir IFN-y (aprox. 50%), respecto a los Th17
regulatorios (aprox. 30%). Estos resultados sugieren que la capacidad antitumoral de

los linfocitos Th17 se relaciona con la capacidad de producir IFN-y en ef tumor.
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Figura 8. Las células Th17 transferidas a ratones con tumor son capaces de
adquirir un fenotipo productor de IFNy en el tumor.
Células Th17 regulatorias o inflamatorias especificas para OVA fueron generadas in
vitro y sorteadas en base a la expresién de CD4, IL-17, CD39 y CD73. Luego, fueron
transferidas a ratones congénicos ROR-yte®/sfe (CD45.2) inyectados con B16.0VA. Se
analizé la adquisicion de un fenotipo Th1 por parte de los linfocitos Th17 en el bazo y el
tumor de los ratones inyectados con Th17 regulatorios (A) o Th17 inflamatorios (B) a
los 14 dias post transferidas las células. Se graficé el porcentaje de células transferidas
(CD4+ CD45.1+) que expresan IL-17 y/o IFN-y tanto en el bazo (C) como en el tumor
(D) (n=4-8). Los datos se graficaron como la media + SEM. *p<0,05; **p<0,01; Test de

Mann-Whitney.
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8. Discusion

El sistema inmune tiene un rol fundamental durante el inicio y desarrollo del
cancer. Por una parte, tiene la capacidad de detectar y destruir células tumorales
(Schreiber y col., 2011). Sin embargo, algunas células tumorales son capaces de
evadir el sistema inmune y formar un tumor, el cual es capaz de reclutar células del
sistema inmune con propiedades supresoras que favorecen el crecimiento tumoral.
Debido a esto, es necesario conocer y estudiar el papel que juegan los diversos tipos
de células inmunes que infiltran el tumor, entre los cuales se encuentran los linfocitos

Th17.

Desde el descubrimiento de los linfocitos Th17 el afio 2005 (Park y col., 2005;
Harrington y col., 2005), se ha estudiado el rol de estos linfocitos en una variedad de
enfermedades autocinmunes e inflamatorias, como por ejemplo: psoriasis, artritis
reumatoide, esclerosis multiple, asma, etc (Korn y col., 2009), en donde se les ha
asignado un rol patogénico. Sin embargo, el rol que cumplen los linfocitos Th17
durante el desarrollo del cancer sigue siendo controversial, asignandosele un rol pro o
antitumoral en diversas investigaciones (Muranski y col., 2008; Gnerlich y col., 2010;

Chalmin y col., 2012; Nufiez y col., 2013).

Las ectonucleotidasas CD39 y CD73 son dos enzimas capaces de hidrolizar el
ATP extracelular y producir adenosina (Ghiringhelli y col., 2012), una molécula con
propiedades inmunosupresoras (Huang y col, 1997). La expresion de estas

ectonucleotidasas en linfocitos Treg ha sido descrito como uno de los mecanismos de
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supresion de la respuesta inmune utilizado por estas células (Deaglio y col., 2007). Por
otra parte, se ha descrito gue linfocitos Th17 generados in vitro expresan las
ectonucleotidasas CD39 y CD73 dependiendo de las citoquinas utilizadas al momento
de la diferenciacién (Chalmin y col., 2012). Estos antecedentes nos llevaron a plantear

que estas podrian ejercer un rol protumoral en los linfocitos Th17.

En primer lugar, utilizando un modelo murino de melanoma, evaluamos la
presencia de linfocitos Th17 en el tumor y demostramos que existe alrededor de un 2-
3% de estos linfocitos en el tumor. A pesar de que los linfocitos Th17 representan una
fraccion pequefa comparada con ofras poblaciones celulares asociadas al sistema
inmune, datos en [a literatura indican que los linfocitos Th17 tendrian un rol activo en la

inmunidad antitumoral. (Qi y col., 2013).

Con el fin de caracterizar los linfocitos Th17 infilirantes del tumor estudiamos la
expresién de las ecionucleotidasas CD39 y CD73. Antecedentes en la literatura
sugieren que las células Th17 expresan estas ectonucleotidasas y producen adenosina
(Chalmin y col., 2012). Nuestros datos indican que los linfocitos Th17 son capaces de
expresar CD73 en todos los 6rganos en los cuales se encuentran, sin embargo, no
todos son capaces de expresar la ectonuclectidasa CD39. Al comparar los niveles de
expresion de las ectonucleotidasas, mediante la comparacion de [a intensidad media
de fluorescencia, no se detectaron diferencias en los niveles de expresion de CD73
entre los linfocitos Th17 del tumor y de aquellos presentes en TdLN y otros 6rganos
linfoides periféricos. En concordancia con los datos de la literatura, nuestros datos
demuestran que las células Th17 expresan estas ectonucleotidasas y que en el

microambiente tumoral existe una mayor proporcién de linfocitos Th17 CD39+CD73+
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comparado a otros 6rganos linfoides, lo que podria relacionarse con un aumento en el

numero de linfocitos Th17 de memoria (Zhou y col., 2009; Moncrieffe y col., 2010}

De manera de dilucidar cual es e! papel de estas ectonucleotidasas en las
células Th17, se comparo la expresion de CD39 y CD73 en los linfocitos Th17 con la
expresion de las ectonucleotidasas en los linfocitos Treg y Th1. Nuestros datos indican
que en el tumor los linfocitos Th17 expresan niveles similares de CD73 y menores
niveles de CD39 que los linfocitos Tregs. Sorprendentemente, observamos que las
células Th1, células clave en la respuesta antitumoral, presentan mayores niveles de
expresion de CD39 que las células Th17, en todos los érganos analizados y tumor.
Este resultado permite especular que la expresion de CD39 no necesariamente esta
relacionada con la generacién de adenosina y la inmunosupresién. En esta linea,
algunos reportes en la literatura indican que CD39 es un marcador de activacion, ya
que se puede detectar su expresion en linfocitos T y B activados in vitro (Kansas y col.,
1991; Maliszewski y col., 1994) mientras que otros grupos asocian esta molécula a un
fenotipo de memoria (Zhou y col., 2009; Moncrieffe y col., 2010). Por lo mismo, el
aumento de los linfocitos Th17 CD39+CD73+ en el tumor podria deberse a un
incremento en el reclutamiento o proliferacion de linfocitos Th17 de memoria ¢ a un

aumento en el estado de activacion de estos linfocitos.

Para determinar si la expresién de CD39 y CD73 podria determinar un fenotipo
de linfocito Th17 con caracteristicas inmunosupresoras, se generaron linfocitos Th17
regulatorios o inflamatorios, los que difieren en los niveles de expresion de las

ectonucleotidasas. Los linfocitos Th17 que fueron generados en presencia de TGF-1,




IL-8 e IL-1B, y luego re-estimulados en presencia de TGF-1 e IL-6 ('Fl'h17 regulatorios),
expresaron mayores niveles de las ectonuclectidasas CD39 y CD7:3. Se ha descrito
que la IL-6 activa al factor de transcripcion STAT3, el cual se une al Epromotor de CD39
y CD73 e induce su expresion (Chalmin y col., 2012). Al mismo tiempo, TGF-$1 es
capaz de disminuir la expresién del factor de transcripcién GFl, :el cual reprime la
expresion de CD39 y CD73 (Chalmin y col., 2012). Por otra parte, flos linfocitos Th17
que fueron generados con TGF-33, IL-6 e IL-1B, y luego re-estimulgados en presencia
de IL-6, IL-1B e IL-23 (Th17 inflamatorios), expresan niveles bajos dei CD39y CD73. En
este protocolo la ausencia de TGF-B1 seria la responsable de repr:imir a través de la
expresion de GFl. Ambos protocolos de generacién de linfocitos Th:il? generan células
que secretan cantidades practicamente iguales de IL-17. En cuganto al patrén de
secrecion de ofras citoquinas, nuestros resultados indican que los linfocitos Th17
regulatorios son capaces de secretar bajas cantidades de IL-10| mientras que los
linfocitos Th17 inflamatorios casi no secretan IL-10. Ademas, I;os linfocitos Th17
regulatorios secretan mayores cantidades de IFN-y e IL-2. Estudio!s transcripcionales
han determinade que los linfocitos Th17 inducidos en presencia !de TGF-p1 e IL-6
aumentan la expresion de genes involucrados en la produccion deé IL-10 (Lee y col,,
2012). Incluso, debido a la ausencia de IL-23, estos linfocitos Th17 :se caracterizan por
tener un fenotipo menos estable, ya que la re-estimulacién del TCF\’E en estos linfocitos
induce la produccion de IFN-y (Yang y col., 2009). Por otra parte,flos linfocitos Th17
inflamatorios secretan mayores cantidades de la citoguina inﬂamatoé'ia GM-CSF, lo que

|
se relaciona directamente al efecto de la IL-23 y del TGF-B3. Se;ha descrito que el

TGF-B3 es capaz de inducir un perfil patogénico en los linfocitos Th17, aumentando los
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niveles de expresion del receptor de IL-23 (Lee y col.,, 2012), y a su vez, la IL-23 es

capaz de inducir la expresion de GM-CSF (El-Behi y col., 2011) i

Al evaluar mediante ensayos de supresiéon in vitro si l?s linfocitos Th17
regulatorios tienen propiedades inmunosupresoras debido a la expfresién de CD39 y
CD73, encontramos que los linfocitos Th17 regulatorios no iltienen un efecto
inmunosupresor sobre linfocitos T CD4+. Esto se contradice a:Io descrito en la
literatura, en donde se ha demostrado que los linfocitos Th17 CD§9+CD73+ tienen
una actividad inmunosupresora, inhibiendo la produccién de IFN-y eﬁ linfocitos T CD4+
y T CD8+ (Chalmin y col., 2012). Nuestros resultados demuestrar} que los linfocitos
Th17 regulatorios asi coma los linfocitos Th17 inflamatorios no son c“‘apaces de retrasar
la proliferacién de linfocitos T CD4+, obteniéndose el mismo resultado cuando los

linfocitos se encuentran separados en camaras transwell. Esto indicaria que [a

expresién de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos Th17 no estaria

relacionada con un mecanismo de inmunosupresion.

Para comprobar si la expresién de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 les
confieren a los linfocitos Th17 un fenotipo inmunosupresor protu;moral in vivo, se
inyectaron linfocitos Th17 regulatorios o inflamatorios en ratllones que habian
desarrollado un tumor y demostramos que ambos tipos celulareé tienen capacidad
antitumoral ya que disminuyé el crecimiento de los tumores. La capacidad antitumoral
de los linfocitos Th17 regulatorios se contradice con un estudio d% Chalmin y Mignot
(Chalmin y col., 2012), en el cual ellos afirman que los linfocitos Th’l? que expresan

CD39 y CD73 son protumorales. Sin embargo, hay que tener en cuenta que ellos

utilizaron una linea tumoral distinta (EL-4) y linfocitos Th17 no especificos contra un
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antigeno tumoral, mientras que los linfocitos Th17 que utilizamos ein este trabajo son
especificos contra un antigeno tumoral. Ademas, hay que con%iderar gue en el
presente trabajo se utilizaron ratones deficientes en linfocitos Th17 (ROR-ytewis),
ratones en los cuales los tumores crecen mas debido a una menor infiltracidon de
linfocitos T CD4+ en el tumor (Nufiez y col., 2013). En la literatura existen frabajos que
‘
demuestran un rol antitumoral de linfocitos Th17 especificos co:}atra antigenos del
tumor, tanto en ratones normales como deficientes en células Th1§7 (Muranski y col.,
2008; Nuriez y col., 2013). i
|
Luego de transferir linfocitos Th17 inflamatorios o regulatorios en ratones que
han desarrollado un tumor, observamos cambios en la expresién de CD39y CD73 en
ambos tipos de linfocitos Th17. Estos cambios producidos en Iali expresion de las
ectonucleotidasas pueden deberse a una variedad de factores; En el tumor, la

expresién de CD73 es regulada mediante hipoxia y por variadas cithuinas, las cuales

pueden aumentar su expresion (prostaglandina E2, TGF-§ e IL-6) oi disminuirla (IFN-y

e IL-12) (Ghiringhelli y col., 2012). Debido a que CD39 es considera,do un marcador de
activacién linfoide (Kansas y col., 1991; Maliszewski y col., 1994),§ el aumento de su
expresion en el fumor podria indicar que las células que llegan al tuimor se encuentran
mucho mas activadas que las que permanecen en otros 6rganosi. Estos resultados
confirman que [a expresion de CD39 y CD73 en linfocitos Th17 no e;été relacionada con
la capacidad de suprimir la respuesta inmune y sugieren que estas; moléculas podrian
cumplir ofras funciones ademas de la generacion de un ambiente inmunosupresor. Por

una parte, la expresién de CD39 y CD73 se ha relacionado con un|fenotipo de células

de memoria (Zhou y col., 2009; Moncrieffe y col., 2010). Adiciona[r'nente, la expresion

|
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de las ectonuclectidasas permitiria a las células sobrevivir en ambie;ntes ricos en ATP,
|
como el tumor o sitios altamente inflamados (Borsellino y col., 2007;). También, se ha
descrito como un mecanismo para prevenir la apoptosis inducida po;r el incremento en
la secrecion de ATP luego de la estimulacidn via TCR (Umansky y c;ol., 2014). Incluso,
se ha sugerido que la expresion de las ectonucleotidasas en |%)S linfocitos T de
memoria constituiria un mecanismo autocrino para prevenir una aictivacic')n excesiva
desfavorable para el organismo (Umansky y col., 2014). En este sefntido, la expresion
de CD39 por las células Th17 les podria conferir resistencia en ambi%zntes saturados de
|
ATP, como lo es el microambiente tumoral. Por otra parte, la expresihn de CD73 podria
impedir una activacion excesiva en estas células mediante la generacion de adenosina,

|
permitiendo que los linfocitos Th17 sobrevivan mas tiempo en el organismo.

Se ha descrito que la capacidad antifumoral de los linfocitos Th17 depende de
la produccion de IFN-y (Muranski y col., 2008; Nufiez y col,, 201§; Muranski y col,,
2011), lo que se relaciona con el hecho de que los linfocitos Th17 ;han sido descritos
como un tipo celular menos diferenciado, lo que les confiere una mayor capacidad de
sobrevida y una mayor capacidad antitumoral que los linfocitos Thip (Muranski y col.,
2011). En cuanto al rol protumoral de los linfocitos Th17, este sei ha asociado a la
promocién de angiogénesis por [a IL-17 (Hemdan, 2013) y al efectfp de la produccion
de IL-6 y la consecuente activacién del factor de transcripcion STAT§3 en el crecimiento
tumoral (Wang y col., 2009). Sin embargo, la induccién de la angiogc:énesis podria estar
relacionada con un aumento en el trafico celular y migracién de ;:élulas dendriticas
hacia el tumor y, en consecuencia, un aumento de la respuesta antitumoral (Hemdan,

2013). Incluso se ha descrito un rol beneficioso de la IL-17 durante los fratamientos con

quimioterapia (Ma et al., 2011). Por lo tanto, serfa un error igualar laiactividad biologica

51




|
|
!

de la IL-17 con la funcién efectora de los linfocitos Th17, ya que la produccién de [L-17
no es su unica funcion. \[
|
Nuestros resultados muestran gue tanto linfocitos Th17 ;regu[atorios como
inflamatorios pueden adquirir un fenotipo tipo Th1 productor de IFNJ;ly, especificamente
en el tumor, lo que confirma la gran plasticidad de este linaje de Iinfé:citos T helper. La
secrecion de IL-12 e IL-23 por parte de las células dendriticas en el tEJmor (Langowski y
col., 2008), influiria en la adquisicion de un fenotipo tipe Th1 en los linfocitos Th17
regulatorios o inflamatorios, ya que se ha demostrado que la estimylacién cronica de
linfocitos Th17, ya sea con IL-12 o IL-23, induce ademas la expreésién de [FN-y y el
factor de transcripcion maestro de los linfocitos Th1, T-bet (Wang y cpl., 2014; Duhen y
col., 2013). Interesantemente, los linfocitos Th17 regulatorios se transforman més a
productores de IFN-y que los linfocitos Th17 inflamatorios. Se ha demostrado que los

linfocitos Th17 diferenciados en presencia de TGF-p e IL-8 son capaces de adquirir un

fenotipo productor de IFN-y al ser re-estimulados con su antigeno (Ylang y col., 2009).

Sin embargo, es interesa nte notar el nexo entre la expresién de CD39 y la capacidad
de producir IFN-y. Solo los linfocitos Th17 regulatorios secretan Ili?N-y in vitro, y un
mayor porcentaje de estas células es capaz de adquirir un fenotipo%Th1 productor de
IFN-y in vivo. Por otra parte, los linfocitos Th17 inflamatorios sélq son capaces de
producir IFN-y en el tumor, lugar en el cual adquieren la expresion dt=.i CD39. Esto hace
pensar que una mayor expresion de CD39 podria relacionarse con un mayor estado de
activaciéon de las células, lo que podria estar directamente relacionado con la
capacidad de los linfocitos Th17 de adguirir un fenotipo tipo Th1 “y producir IFN-y,

facilitando la plasticidad de los linfocitos Th17.
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9. Resumen de Resultados

En resumen los resultados mas importantes de este seminario de titulo son:

e Los linfocitos Th17 infiltran el tumor en un modelo murine de ni'lelanoma.

o Los linfocitos Th17 presentes en el tumor y en los érganos Iimfoides secundarios
expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73.

e Se generaron in vitro linfocitos Th17 regulatorios o inﬂamtiltorios, los cuales
difieren en la expresiéon de CD39 y CD73 (alta o baja expresion de CD39 y
CD73, respectivamente), siendo posible separar a los linfocifos Th17 mediante
cell sorting segun la expresion de estas ectonucleotidasas.

e Los linfocitos Th17 regulatorios y los linfocitos Th17 inflamatorios generados in
vitro no tienen propiedades inmunosupresoras, si no por el conftrario, tienen
propiedades antitumorales. {

e Luego de la transferencia adoptiva a ratones con tumor, I;E)s linfocitos Th17
regulatorios mantienen la expresion de CD39 y CD73 en el tuimor, mientras que

los linfocitos Th17 inflamatorios aumentan la expresion de CD39 y CD73 en el

tumor.

¥

o Luego de la transferencia adoptiva, los linfocitos Th17 ﬁegulatorios y los
'
linfocitos Th17 inflamatorios son capaces de adquirir un fenﬁtipo productor de

IFN-y en el tumor.
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10. Conclusiones |
l
!

Contrario a la hipétesis planteada, en este trabajo se demostiié que la expresion
de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en los linfocitos Th17 n;o les confiere un
fenotipo inmunosupresor protumoral. Por el contrario, demostramos que tanto los

linfocitos Th17 regulatorios como los inflamatorios tienen un rol antitumoral y que son

capaces de adquirir un fenotipo productor de IFN-y en el tumor. |
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