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1.  RESUMEN

Los  linfocitos Thl7 tienen un  rol  patogenico en  una variedad  de enfermedades

autoinmunes e inflamatorias.  Sin embargo,  el rol que cumplen durante e] desarrollo del

cancer  sigue  siendo  controversial.  Las  evidencias  del  rol  protumoral  de  los  linfocitos

Thl7  se  basan  principalmente  en  la  producci6n  de  lL-17  por  estas  celulas  y  en  las

propiedades  angiogenicas  de  esta  citoquina.  Evidencias  recientes  ademas  sugieren

que  las  celulas  Thl7  podrian  producir adenosina,  una  molecula  inmunosupresora,  al

hidrolizar el ATP extracelular en un proceso mediado por las ectonucleotidasas CD39 y

CD73.  Par otra  parte,  la  evidencia  a  favor  del  rol  antitumoral  de  las  c6lulas  Thl7  se

basa en la capacidad que tienen estas de producir lFN-y y de transformarse en celulas

tipo Thl .

Con  el  objetivo  de estudiar la funci6n  que cumplen  CD39 y CD73 en  linfocitos

Thl7,  en  este  trabajo  analizamos  la  expresi6n  de estas  ectonucleotidasas  en  celulas

Thl7  presentes  en  el  microambiente  tumoral  en  un  modelo  de  melanoma  murino.

Ademas,  generamos  celulas  Thl7  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  estas  sobre el  crecimiento

tumoral.

Acorde  a  datos  previos  en  la  literatura,  detectamos  la  presencia  de  linfocitos

Thl7 en el tumor. Al caracterizar a los linfocitos Thl7 presentes en el tumor y en otros

6rganos, observamos que estas c6lulas expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73.



Por  otra  parte,  utilizando  diferentes  condiciones  de  diferenciaci6n,  logramos  generar

celulas  Thl7  con  un  fenotipo  regulatorio  o  inflamatorio  que  presentan  altos  y  bajos

niveles de expresi6n  de las ectonucleotidasas  CD39 y CD73.  La capacidad supresora

de estas celulas se ensay6 /.n v/.fro,  observandose que ninguna de las subpoblaciones

de c6lulas Thl7 analizadas logra  retrasar la  proliferaci6n  de c6Iulas T efectoras.   Mas

aun,  tanto los linfocitos Thl7 regulatorios como inflamatorios fueron capaces de infiltrar

el  tumor  y  adquirir  la  capacidad  de  producir  lFNJy,  disminuyendo  de  esta  forma  el

tamaFio  tumoral.  En  conclusi6n,  estos  resultados  demuestran  que  los  linfocitos  Thl7

poseen  un rol antitumoral,  expresan CD39 y CD73 en el  microambiente tumoral y que

la     expresi6n     de     estas     ectonucleotidasas     no     les     confiere     una     capacidad

inmunosupresora a los linfocitos Thl 7.



2. ABSTRACT

T   helper   17   (Thl7)   lymphocytes   play   a   pathogenic   role   in   a   variety   of

inflammatory   and    autoimmune   diseases.    However,    their   role   in    cancer   is   still

controversial. Protumoral effects of Thl 7 cells are based on the production of lL-17 and

its angiogenic properties.  Moreover,  new evidence suggests that Thl7 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 Thl7  cell§  relies on the ability of these cells to  produce  lFN-y and

acquire a Thl-like phenotype.

Vvith the purpose of studying the role of Thl7 cells in  cancer, we characterized

CD39  and   CD73  expression   by  Thl7  cells  and  the  effect  of  Thl7  cells  in  tumor

microenvironment  using   a  murine  melanoma  model.   First,  we  analyzed   CD39   and

CD73 expression by Thl 7 cells /.n v/.vo.  In addition, we generated inflammatory Thl 7 or

regulatory Thl7  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  Thl7

cells  within  the  tumor.  When  we  characterized  Thl7  cells,  we  observed  that  they

expressed  CD39  and  CD73  in the tumor as well  as in  other organs.  However,  both /.n

v/.fro-generated  regulatory  or inflammatory Thl7  cells were  able to  infiltrate the tumor,

acquire the capacity to  produced  lFN-y and  decrease tumor size.  In  conclusion,  Thl7



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

not correlate with an immunosuppressive phenotype.



3. INTRODUCC16N

3.1  EI Sistema Immune

Las   principales   funciones   del   sistema   inmune   consisten   en   controlar   la

homeostasis  en  los tejidos,  ofrecer  protecci6n  contra  los  microorganismos  pat6genos

que invaden nuestro cuerpo y eliminar celulas dafiadas y transformadas (Abbas y col.,

2008;   Visser  y   col,,   2006).   El   sistema   inmune   esta   compuesto   por   varios   tipos

celulares, las cuales forman redes complejas y dinamicas que aseguran una protecci6n

contra  los  pat6genos,   mientras  que  simultaneamente  se  encargan  de  mantener  la

tolerancia contra antigenos propios (Vlsser y col„ 2006).

El  §istema  inmune  se  clasifica  en  sistema  inmune  innato  y  sistema  inmune

adaptable,   aunque  estas  dos  ramas  del  sistema  inmune  forman   un  solo  conjunto

(Kapsenberg,  2003).   EI  sistema  inmune  innato  aporta  la  primera  linea  de  defensa

contra  los  microorganismos  pat6genos.  Esta  constituido  por barrera§ fi§ica§,  como  la

piel,  y  celulas  con  capacidad  fagocitica,  como  neutr6filos  y  macr6fagos  y  son  estas

mismas  celulas   las  encargadas  de  efectuar  la  fase  final   de  la  respuesta  inmune

adaptable  (Akira  y col.,  2006;  Abba§  y col.,  2008).  Por otra  parte,  el  sistema  inmune

adaptable provee de memoria inmunol6gica contra infecciones (Janeway & Medzhitov,

2002)  y  esta  involucrado  directa  o  indirectamente  en  la  eliminaci6n  de  pat6geno§  en

fases  tardias  de   la   infecci6n   (Akira  y  col.,   2006).   Ademas,   Ia   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  he/per ITh),  tienen  una  participaci6n  clave  en  la

respue§ta  inmune  adaptable  ya  que  promueven  la  producci6n  de  anticuerpos  por los

linfocitos  a  y  orquestan  la funci6n  de  los  linfocitos T  CD8+ y  macr6fagos  contra  una

gran variedad de microorganismos pat6genos (Zhu y col., 2010).

Luego  de  la  activaci6n  por  c6lulas  presentadoras  de  antigenos  profesionales

(APC),   los   linfocitos   T   CD4+   se   diferencian   hacia   c6lulas   efectoras,   las   que   se

clasifican  en  base  a  la funci6n  y  el  patr6n  de  citoquinas  que  secretan  (Cosmi  y  col„

2014).    Tradicionalmente  los  linfocitos  T  CD4  +  fueron  clasificados  en  dos  tipos,  Ios

denominados  linfocitos Thl  y Th2  (Mosmann  &  Coffman,  1989).  Los  linfocitos Thl  se

caracterizan   por   secretar   lFNry,   TNF-Ch   y   linfotoxina,   moleculas   esenciales   en   la

erradicaci6n  de  pat6genos  intracelulares  y  en  la  respuesta  antitumoral  (Dong,  2006).

Por otra parte,  ]os linfocitos Th2 secretan  interleuquina-4 (IL4),  IL-5 e lL-13,  citoquinas

que  tienen   un   rol   crucial   en   la   eliminaci6n   de   pat6genos   extracelulares   y   en   la

producci6n y cambio de clase de las inmunoglobulinas (Dong, 2006).

En  1995  se  describi6  otro  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 cr6nicas,  ademas de limitar la respuesta antitumoral  (\/ignali y col„  2008).

Lo§   linfocitos  Treg   suprimen   la  activaci6n  y  funci6n  efectora  de   otras  celulas  del

sistema   inmune,   a  traves  de   mecanismos  que  dependen   del   contacto   celular,   la

producci6n  de TGF-P  e  lL-10 y  la  generaci6n  de  adenosina  (\/ignali  y col.,  2008;  Kim,

2010).



Por  muchos  afros  el  paradigma  ThlITh2,  descrito  por  Mosmann  y  Coffman

(Mosmann   &   Coffman,    1989),   ayud6   a   explicar   la   mayoria   de   los   fen6menos

relacionados  con  la  respuesta  inmune  adaptable.  Sin  embargo,  en  2005  se  describi6

un  nuevo tipo de linfocito T  CD4+ caracterizado  por la  producci6n de  lL-17A (lL-17),  el

cual se denomin6 linfocito Thl7 (Harrington y col., 2005;  Park y col., 2005).

3.2 Linfocitos Thl7

Los  linfocitos  Thl7,  caracterizados  principalmente  par  la  secreci6n  de  lL-17,

cumplen un  rol fundamental  en la respuesta contra infecciones producidas por hongos

y  bacterias  extracelulares  en  las  mucosas  (tracto  digestivo,  vias  respiratorias,  piel)

(Ouyang  y  col.,  2008;  Khader  y  col.,  2009).  Ademas  de  secretar  lL-17,  los  linfocitos

Thl7 son capaces de secretar lL-17F,  IL-21,  lL-22,  GM-CSF,  y potencialmente TNF-or

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

La  diferenciaci6n  de  un  linfocito  T  CD4+    virgen  hacia  un  fenotipo  Thl7  se

produce debido a la acci6n conjunta de dos citoquinas: TGF-a e lL-6. Ambas citoquinas

son capaces de inducir la expresi6n del factor de transcripci6n maestro RORJyt (Zhou y

col„  2007),  el cual se une al  promotor del gen que codifica  para la  lL-17,  induciendo su

expresi6n  (Maddur  y  col„  2012).  La  lL-6  ademas  induce  la  activaci6n  del  factor  de

trascripci6n  STAT3  (Korn  y  col.,  2009),  el  cual  aumenta  los  niveles  de  expresi6n  de

RORJyt   (Maddur y col„ 2012).



Por otra  parte,  Ia  lL-6  induce  [a  expresi6n  de  lL-21  y del  receptor de  IL-23  (lL-

23R)  (Zhou y col.,  2007).  La  lL-21  actda como sefial  autocrina,  amplificando el  ntlmero

de  linfocitos  Thl7  (Miossec  y  col„  2009;  Zhou  y  col.,  2007).  La  lL-23,  secretada  por

celulas presentadoras de antigenos,  permite la estabilizaci6n y completa diferenciaci6n

de los linfocitos Thl7, aumentando la producci6n de IL-17 e induciendo la expresi6n de

citoquinas inflamatorias (GM-CSF,  lL-22)  y suprimiendo  la  producci6n  de  lL-10 e  IFNry

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

3.3 Sistema Immune y Cancer

Una  celula  tumoral  se  define en  base  a  la  adquisici6n  de  ciertas  capacidades

que  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

angiogenesis  y  adquirir  un  potencial  invasivo  y  metastasico  (Hanahan  &  Weinberg,

2011).    Sin    embargo,    Ia    biologia   del   tumor   no    puede    entenderse   solo    por   la

enumeraci6n  de las caracteristicas de las celulas cancerosas,  sino que ademas debe

incluirse  la  contribuci6n  del  microambiente  tumoral  en  la  carcinogenesis  (Hanahan  &

Weinberg,  2011),  debido  a  que  la  interacci6n  entre  celulas  tumorales  y  el  estroma

asociado representa una relaci6n poderosa que influye en el inicio y progresi6n tumoral

(Joyce & Pollard, 2009).

Hace  tiempo  se  reconoce  que  exi§te  una  estrecha  relaci6n  entre  el  sistema

inmune y el  cancer.  Por un  lado,  respuestas  inflamatorias  cr6nicas  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  infecci6n  por He/i.cobacter py/on. y

cancer  hepatico  debido  a  hepatitis  cr6nica  (Lin  &  Karin,  2007).  La  inflamaci6n  podria

tener  un  rol  prominente  en  el  inicio  de  la  transformaci6n  neoplasica,  aumentando  la

tasa  de dafio  al ADN  e  incrementando  la  inestabilidad  gen6mica  (Elinav y  col.,  2013),

debido por ejemplo al aumento de especies reactivas de oxigeno y nitr6geno liberadas

por neutr6filos y macr6fagos (Mantovani y col., 2008).

Por  otra  parfe,  mediante  la  presentaci6n  de  antfgenos  tumorales,  el  sistema

inmune es capaz de reconocer y destruir celulas tumorales, en un proceso denominado

"inmunovigilancia"  (Schreiber y  col.,  2011).  Sin  embargo,  esto  conlleva  a  ]a  se[ecci6n

de  las   c6lulas   menos   inmunogenicas,   proceso  denominado   inmunoedici6n,   Io  que

permite  la  propagaci6n y formaci6n  de  nuevos tumores  capaces de evadir al  sistema

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

Existen evidencias que indican que las celulas del sistema inmune son capaces

de  infiltrar  los  tumores  y  destruir  a  las  celulas  cancerrgenas  (Hanahan  &  Weinberg,

2011).   Los  linfocitos  Thl   y  linfocitos  T  CD8+  citot6xicos  ITcl)  secretan  lFNJy,   una

citoquina  que  aumenta  el  procesamiento  de  antigenos  e  induce  la  presentaci6n  de

peptidos en las moleculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase

I  y  11  en  las APC  (Lakshmi-Narendra  y col.,  2013).  Ademas,  mediante  la  expresi6n  de

moleculas efectoras,  como  granzima 8 y perforina,  pueden  inducir en forma directa la

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



A  pesar  que  las  primeras  observaciones  le  asignaron  al  sistema  inmune  un

papel  en  la  eliminaci6n  de tumores,  actualmente se sabe que existen  algunas  celulas

del sistema inmune que podrian favorecer al desarrollo tumoral.  Entre estas celulas se

encuentran   los   linfocitos   Tregs,   las   celulas   mieloides   supresoras   (MDSC)   y   los

macr6fagos asociado  al tumor ITAMs).  Los  linfocitos Treg se  acumulan  en  el tumor y

suprimen  directamente  la  actividad  antitumoral  de  los  linfocitos  T  CD4+  y  T  CD8+

citot6xicos,  via secreci6n de  lL-10 y TGF-P  ryu y col.,  2005).  Por otra  parfe,  las MDSC

y TAMs son  capaces de regular la  respuesta  antitumoral  mediante la supresi6n  de la

actividad   citot6xica   de   los   linfocito§   T,   la   inhibici6n   de   celulas   dendriticas,   NK   y

linfocitos  8  (Egeblad  y col,,  2010).  Mediante  ]a expresi6n  de  las  enzimas  arginasa-1  y

6xido  nitrico  sintetasa  (NOS2),  los TAMs y  MDSC  son  capaces  de  depletar el  medio

del  aminoacido  L-arginina,  lo que inhibe la activaci6n de los  linfocitos T (Dolcetti y col.,

2008).  Ademas,  tanto  MDSC  como  TAMs  son  capaces  de  promover  el  desarrollo

tumoral,  la  angiog6nesis y metastasis  mediante la  secreci6n  de  citoquinas  como  lL-6,

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

3.4 Linfocitos Thl7 y Cancer

Debido a las caracteristicas inflamatorias de los linfocitos Thl 7, se ha estudiado

y   determinado   que   estos   cumplen   un   rol   patogenico   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  Thl7,  y  en

artritis reumatoide y esclerosis mdltiple se han detectado altos niveles de  lL-17 en  las

heridas y suero de paciente§ enfermos (Korn y col., 2009).
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Recientemente,  numerosos  estudios  se  han  realizado  para  determinar  si  los

linfocitos  Thl7  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  namero  de  linfocitos  Thl7  que  infiltran  el  tumor  (Su  y  col.,

2010;   Kuang  y  col.,   2010).   En  pacientes  con  cancer  gastrico  se  ha  observado  un

incremento  en  el  numero  de  linfocitos  Thl7,  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;  Iida y col.,  2011).  En  pacientes con cancer de colon,

una  mayor infiltraci6n  de linfocitos Thl7 se  correlaciona  con  un  peor diagn6stico  de  la

enfermedad   (De  Simone  y  coll.,   2013).     Por  el   contrario,   un  estudio  realizado  en

pacientes  de  cancer  de  pr6stata  demostr6  que  el  ntlmero  de  linfocitos  Thl7  que

infiltran  al  tumor  se  correlacionan  negativamente  con  la  Escala  de  Gleason  (escala

para determinar el grado de agresividad del cancer), lo que implicaria que los linfocitos

Thl7 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

Thl7  en  la  sangre,  m6dula  6sea,  bazo  y  principalmente  en  el  tumor,  en  modelos

murinos de cancer de pr6stata, fibrosarcoma, melanoma, etc. (Kryczek y col., 2007).

Los     linfocitos     Thl7     constituyen     una     poblaci6n     pequefia     dentro     del

microambiente  tumoral,   pero  aun  a§i  se  encuentran   presentes  en   una  proporci6n

mayor respecto a otras celulas inmunes  (\/VIlke y col.,  2011).  El  porcentaje de linfocitos

Thl7 en el tumor (0-20%) se correlaciona positivamente con el porcentai.e de linfocitos

Thl  (20-60%),  Tcl  (20-80%)  y NK  (0-6%)  (Kryczek y col.,  2009).  Sin  embargo,  existe

una  correlaci6n  inversa entre el  porcentaje de linfocito§ Thl7  (0-20%)  y Treg  (540%)

(Kryczek  y  col.,  2009),  Io  que  explicaria  el  ntlmero  limitado  de  linfocitos  Thl7  en  el
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tumor.  Se  ha  descrito  que  en  el  tumor  los  linfocitos  Treg  suprimirian  a  los  linfocitos

Thl7,   lo  que  constituiria  otro  mecanismo  del  tumor  para  evadir  al  sistema  inmune

(Kryczek y col., 20og).

La  funci6n  antitumoral  de  los  linfocitos  Thl7  no  se  ha  relacionado  con  una

capacidad  de  destruir  directamente  a  las  c6lulas  tumorales  sino  mss  bien  con  la

capacidad  de  reclutar celulas  inmunes  efectoras  (Zou  &  Restifo,  2010;  Nufiez  y  col.,

2013).  Se  ha  reportado  que  los  linfocitos Thl7,  incluido§  los  que  infiltran  el  tumor,  no

expresan granzima 8 a perforina (Kryczek y col., 2009). Sin embargo, Ia lL-17 junto con

el   lFN-y  producido  por  los  linfocitos  Thl   ac{tlan  en  forma  sinergica,   induciendo  la

expresi6n  de  las quimioquinas  CXCL9 y  CXCL10  en  c6lulas tumorales y  macr6fagos,

las cuales promueven la migraci6n de linfocitos T CD8+ y NK hacia el tumor (Kryczek y

col„  2009).  Adema§,  los  linfocitos  Thl7  son  capaces  de  inducir  la  producci6n  de  la

quimioquina CCL20 por el tejido tumoral,  Ia cual promueve el  reclutamiento de c6lulas

dendriticas  hacia  el  tumor  y  linfonodo  drenante  (Zou  &  Restifo,  2010).  Esto  permitiria

una  mayor  activaci6n  de  linfocitos  T  CD8+  y,  por  lo tanto,  una  respuesta  antitumoral

mas potente (Zou & Restifo, 2010).

Par otra parte,  el  rol  protumoral de los linfocitos Thl7 se asocia principalmente

a   la   producci6n   de   lL-17   por  estas  celulas,   esto   debido   a   las   propiedades   pro-

angiog6nicas de esta citoquina.  En celulas endoteliales y fibroblastos la lL-17 es capaz

de  inducir  una  serie  de  factores  angiogenicos,  incluyendo  el  factor  de  crecimiento

endotelial vascular OVEGF) e IL-8 (Murugaiyan  & Saha,  2009).  La lL-17 tambien induce

la  producci6n  de  lL-6  en  las  celulas  tumorales  y  en  el  estroma  asociado  al  tumor,

promoviendo la activaci6n de STAT3, factor de transcripci6n que aumenta la expresi6n
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de genes de sobrevida y pro-angiog6nicos (Wang y col.,  2009). Ademas,  la activaci6n

de   STAT3   induce   la   expansion   de   las   MDSC   y   la    producci6n   de   citoquinas

proinflamatorias, quimioquinas y metaloproteinasas implicadas en la migraci6n celular y

metastasis (Hemdan, 2013).

3.5 Adenosina e lnmunosupresi6n en Cancer: Rol de [as Ectonuc[eotidasas CD39

y CD73.

La  adenosina   es   un   nucle6sido   purinico   con   una  variedad   de   efectos  en

distinto§ 6rganos y tejidos (Kumar,  2013).  Constitutivamente se encuentra presente en

el medio extracelular a bajas concentraciones (<1  LiM)  (Kumar, 2013).  No obstante,  su

concentraci6n  se  puede elevar considerablemente  (10-20 veces)  bajo  condiciones de

esttes metab6lico, como per ejemplo durante la inflamaci6n y el cancer (Kumar, 2013).

Mediante la estimulaci6n de los receptores A2A y A2B,  Ia  adenosina ejerce un

efecto  inmunosupresor  e  inmunomodulador  en  las  celulas  inmunes  que   infiltran  el

tumor (Kumar, 2013). En macr6fagos la adenosina induce la adquisici6n de un fenotipo

M2   (protumoral),   aumentado   la   secreci6n   VEGF   e   lL-10   (Grinberg   y   col.,   2009).

Ademas, la adenosina promueve la expansi6n de MDSC (Ryzhov y col., 2011) e inhibe

la  actividad  antitumoral  de  los  linfocitos  NK,  disminuyendo  la  producci6n  de  TNF-or  e

lFNry y la expresi6n de perforina y FasL (Miller y col.,1999).  En las celulas dendriticas,

la   adenosina   disminuye   la   expresi6n   de   moleculas   co-estimulatorias   e   induce   un

aumento     en      la     secreci6n     de     factores     angiog6nicos,      pro-inflamatorios     e

inmunosupresores,  como  VEGF,  lL-8,  lL-6,  IL-10  y  TGF-P  (Novitskiy  y  col.,  2008).  En
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los linfocitos T  la  adenosina disminuye la  proliferaci6n y la secreci6n  de  lL-2 e  lFNry e

induce la producci6n de TGF-P,  promoviendo la generaci6n de linfocitos Treg  (Zarek y

col., 2008).

La principal via de acumulaci6n de adenosina a nivel extracelular se produce a

partir de la  desfosforilaci6n  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  (Ghiringhel]i  y  col.,  2012).   CD39,  descrito

originalmente  como  un  marcador  de  activaci6n  linfoide  (Maliszewski  y  col.,1994),  se

expresa en distintos niveles en una variedad de celulas inmunes.  como por ejemplo en

monocitos,  neutr6filos,  ljnfocitos 8,  celulas dendriticas y linfocitos T (Pulte y col.,  2007;

Borsel[ino  y  col.,  2007).  CD73,  considerada  la  enzima  [imitante  en  la  generaci6n  de

adenosina  extracelular  (Resta  y  col.,   1998),   se  expresa  en  linfocitos  8  y  celulas

dendriticas, celulas endoteliales y epiteliales, fibroblastos,  en linfocitos Treg pero no en

linfocitos T virgenes  (Beavis y col„  2012).  Incluso,  se  ha descrito  la  expresi6n  de  las

ectonucleotidasas  CD39  y  CD73  en  las  celulas 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 terapeuticos en oncologia, desarrollando anticuerpos o farmacos

que puedan inhibir su funci6n (Ghiringhelli y col., 2012; Bastid y col„ 2013).

La producci6n de adenosina ha sido descrita como uno de los mecanismos por

los  cuales  los  linfocitos Treg  suprimen  la  respuesta  inmune.  La  expresi6n  coordinada
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de CD39 y CD73   en los linfocitos Treg  permite generar adenosina a partir del ATP y,

per [o tanto, suprimir la proliferaci6n de los linfocitos T (Deaglio y col.,  2007),

Recientemente,  se ha descrito que los linfocitos Thl7 diferenciados /.n v/.fro con

TGF-P  e  lL-6  (Thl7  Regulatorios)  tendrian  propiedades  inmunomoduladoras debido  a

que expresan altos niveles de CD39 y CD73 (Chalmin  et al.,  2012).  Por otra  parte,

linfocitos  Thl7  diferenciados  t.n  vt.fro  en  presencia  de  lL-6,  IL-1P  e  lL-23  y  en

ausencia  de  TGF-P  (Thl7  inflamatorios),  se  caracterizarian  por tener  un  perfil

inflamatorio  (Ghoreschi  et  al.,  2010),  con  una  baja  expresi6n  de    CD39  and

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

Thl7 son capaces de expresar CD39 y CD73 en el tumor,  lo cual  permitirla especular

que estas celulas estan favoreciendo el crecimiento tumoral mediante la producci6n de

adenosina (Chalmin y col., 2012). En conjunto, estos antecedentes permiten postular la

hip6tesis  que  el  microambiente  tumoral  induce    la  expresi6n  de  CD39  y  CD73  en

c6lulas  Thl7,   modificando  su  funci6n  de  celula  pro-inflamatoria  a  inmunosupresora

como uno de los mecanismos para escapar a la inmunovigilancia.
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4. HIP6TESIS

Los   linfocitos   Thl7   presentes   en   el   microambiente   tumoral   expresan   las

ectonucleotidasas      CD39     y      CD73,      las     cuales      le      confieren      propiedades

inmunosupresoras protumorales.

5. OBJETIVOS

5.1  0bjetivo General

-Estudiar   la    expresi6n   de   CD39   y   CD73   en    los    linfocitos   Thl7   en   el

microambiente tumoral y correlacionar la expresi6n de estas ectonucleotidasas con

la funci6n de las celulas Thl7.

5.2 0bjetivos Especificos

- Estudiar  la  expresi6n  de  las  ectonucleotidasas  CD39  y  CD73  en  los  linfocitos

Thl 7 /.n w.vo en un modelo murino de melanoma.

-  Generar y caracterizar t.n vt.fro linfocitos Thl 7 inflamatorios y regulatorios.

- Estudiar /.n v/.vo la actividad protumoral de los linfocitos Thl 7 que expresan altos

niveles de CD39 y CD73.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1   Ratones

Ratones   C57BL/6   (\/VT),   OT-II,   86.129P2(Cg)-Rordm2un/J   (RORc),   C57BL/6-

|||7atmlBcgen/j    (|L-17-GFP)   y   ratones   86.SJL-Pfproa   Pap3b/BoyJ    (CD45.1),   fueron

comprados  a  The  Jackson  Laboratory  (Bar Harbor,  USA).  Los  ratones homoc.igotos

RORc  (o  RORytgfp'gfp)  poseen  un knock-/.rt de GFP en el  gen  RORry especifico  para  la

isoforma  ROR-yt,   por  lo  cual  son  incapaces  de  expresar  el  factor  de  transcripci6n

RORyt y,  por lo tanto,  son  deficientes en  linfocitos Thl7.  Los  ratones  OT-ll  presentan

una inserci6n genetica en el cromosoma Y que les permite expresar en los linfocitos T

CD4+ un TCR transgenico (cadenas VG2 y VP5), con especificidad contra un p6ptido de

ovoalbtimina  (OVA323_339)  presentado  en  contexto  de  MHC-ll  I-Ab.  Los  ratones  lL-17-

GFP  expresan  la  proteina  EGFP  como  marcador de  la  producci6n  de  lL-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  86.SJL-Pfproa  Pap3b/BoyJ

(CD45,1), Todos los ratones fueron mantenidos en el  bioterio de la  Fundaci6n  Ciencia

y  Vlda  en  condiciones  libres  de  pat6genos  especfficos.   Para  los  experimentos  se

utilizaron ratones entre 6 y 10 semanas de edad.

6.2  Genotipificaci6n de ratones RORc

La  identificaci6n  del  genotipo  de  las  crias  de  los  ratones  transg6nicos  RORc,

que  portan  la  mutaci6n  de  forma  heterocigota  u  homocigota,  se  realiz6  mediante  un
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ensayo  de  PCR.   EI  ADN  gen6mico  de  cada  rat6n  se  obtuvo  mediante  el  metodo

HorsH07-.  Para esto,  un trozo de  1-2 mm de cola del  rat6n se sumergi6 en soluci6n

de lisis alcalina (NaoH 2,5 mM+ EDTA 0,2 mM,  pH  12) y se incub6 por 2 horas.  Luego,

esta soluci6n se  neutraliz6 con una soluci6n de Tris-Hcl  (40  mM),  obteniendose ADN

gen6mico del rat6n listo para ser utilizado en una reacci6n de PCR.

El   genotipo   se   verific6   con   una   reacci6n   de   PCR   convencional   utilizando

Platinum  PCR  Supermix  (lnvitrogen)  de  acuerdo  a  las  condiciones sugeridas  por  Tfre

Jackson Laboratory (Bar Harbor,  USA/.  Se utilizaron  los siguientes partidores:  sentido

5'-CCC  CCT GCC  CAG AAA CAC T-3';  antisentido VVT 5'-GGA TGC  CCC  CAT TCA

CTT  ACT  TCT-3';  antisentido  RORc    5'-COG  ACA  CGC  TGA ACT  TGT  GG  -3'.  El

resultado del  PCR se analiz6 mediante una electroforesis en  un gel  de agarosa 2,5%.

El  amplic6n  del  gen  no  alterado  tiene  un  peso  molecular de  174  pb,  mientras  que  el

amplic6n de la versi6n transgenica tiene un peso molecular de 241  pb.

6.3  Lineas y mode]os tumora]es

La linea tumoral de melanoma murino 816.F10 se obtuvo de ATCC.  Las c6lulas

816 que expresan ovoalbumina,  816-OVA, fueron donadas par el  Dr.  Randolph Noelle

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

inyectaron,  por  via  intradermica  (i.d.),  0,6  x  106  celulas  816-OVA  o  1,5  x  106  c6lulas

816.F10  en  el  costado  derecho  de  ratones  de  entre  6  y  10  semanas  de  edad.  La

evoluci6n   del  tamafio  tumoral  se  evalu6  cada  dos  dias  mediante  dos  mediciones

perpendiculares del tumor realizadas con un  pie de metro.  Los tumores se desarrollan

en el rat6n hasta un tamafio maximo de 250 mm2 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),  Vch2

PE (clon 820.1),  CD16/32 (clon 93),   lL-17 eFluor660 (clon eBiol787),  IFNry eFluor660

(clon XMG1.2),  IFN-y FITC  (clon XMG1.2),  CD25 APC  (clon  PC61.5),  CDllc PE  (clon

N418), Foxp3 PE-Cy7 (clon FJK-16s) se compraron a eBioscience; el anticuerpo contra

VP5  FITC  (clon  MR94)  se  compr6  a  BD  Biosciences;  y  los  anticuerpos  contra  CD4

FITC  (clon  GK1.5CD),  CD4  APC  (clan  GK1.5),  I-Ab  FITC  (clon  25-09-17),  8220  APC

(clon Ra3-682), CD45.1  PE-Cy7 (clon A20) se compraron a BioLegend.

6.5 Citometria de flujo

Para  la  detecci6n  de  mol6culas  de  superficie  mediante  citometria  de  flujo  se

incubaron celulas 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  celulas  con  PBS  +  2%  SFB  y  centrifugaron  a  600  x  g  por  7

minutos    a   4°C.    Posteriormente,    Ias   c6lulas   se   incubaron    con    los   respectivos

anticuerpos fluorescentes  en  PBS  +  2%  SFB  durante  20  minutos  a  4°C  y  oscuridad.

Para  descartar  las  celulas  muertas  se  agreg6,  junto  con  los  anticuerpos,  un  reactivo

para determinar viabilidad  (Fixable viability Dye eFluor 780,  eBiosciences).  Fina[mente,

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

se resuspendieron en 200 LiL de PBS + 2% SFB para ser analizadas.
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Para marcaje intracelular,  luego del marcaje extracelular descrito anteriormente,

Ias       celula§       se      fijaron       y       permeabilizaron       con       BD       Cytofix/CytopermTM

Fixation/Permeabilization    Solution    Kit    (BD    Biosciences),    o    con    el    kit    Foxp3   /

Transcription  Factor  Staining  Buffer Set  (eBioscience)  en  los  casos  en  que  se  marc6

FOxp3.

Para    fijar    y    permeabilizar    las    celulas    usando    BD    Cytofix/Cytoperm"

Fixation/Permeabilization  Solution  Kit  (BD  Biosciences),  [as  celulas  se  incubaron  con

200 HL de  BD  Cytofix/Cytoperm   durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Al  cabo de la

incubaci6n, Ias c6lulas se lavaron con 700 prL de Permwash    y se centrifugaron a 700 x

g   durante  8  minutos  a  4°C.   Luego,   las  celulas  se  incubaron   con  los  respectivos

anticuerpos  diluidos  en  50  uL  de  Permwash,  durante  30  minutos  a  4°C  y  oscuridad.

Finalmente,  se  lavaron  con  700  prL de  Permwash  y se  centrifugaron  a  700  x g  por 8

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

Para fijar y permeabilizar las c6Iulas utilizando el kit Foxp3 / Transcription Factor

Staining    Buffer    Set    (eBioscience),    las    celulas    se    incubaron    con    300    HL    de

Fixation/Permeabilization (eBioscience), durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. AI cabo

de  la  incubaci6n,  las  c6lulas  se  lavaron  con  700  Lil  de  Permeabilization  Buffer   y se

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

los  respectivos  anticuerpos  diluidos  en  100  prL  de  Permeabilization  Buffer,  durante  30

minutos  a  4°C  y  oscuridad.  Finalmente,  se  lavaron  con  700  uL  de  Permeabilization

Buffer,  se centrifugaron a 700 x g  por 8 minutos a 4°C y se resuspendieron en 200 LIL

de PBS + 2% SFB.
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Las   celulas   se   analizaron   mediante   citometria   de   flujo   en   un   cit6metro

FACscanto   11   (BD   Biosciences),  y  los  datos  fueron   procesados  con  el   programa

FlowJo (Tree Star,  lnc.).

6.6  Procesamiento de 6rganos linfoides secundarios y tumor

Para  la  obtenci6n  de esplenocitos se disect6  el  bazo  del  rat6n  y se  recibi6  en

una placa de Petri con  10 mL de RPMl  + 10% SFB.  El bazo se perfundi6 para obtener

una suspensi6n celular, la cual se centrifug6 a 600 x g durante 7 minutos a 4°C. Luego,

se   resuspendi6   en   2   mL   buffer   de   ljsis   de   g16bulos   rojos   (RBC   Lisis   Buffer,

eBioscience)  durante 5  minutos  en  hielo.  La  lisis  se detuvo  agregando  8  mL  RPMI  +

10%  SFB  a  las  celulas  y  se  centrifugaron  a  600  x  g  durante  7  minutos  a  4°C.  Las

c6lulas se resuspendieron en  10 mL de RPMI + 10% SFB.

Para la obtenci6n de c6lulas desde los ganglios linfaticos,  estos se disectaron y

se disgregaron con  una tijera.  Finalmente,  la suspensi6n celular se filtr6 por una malla

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

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

una tijera en HBSS + 5%  SFB.  La suspensi6n celular y restos de tejido se traspasaron

a  un  tubo  falcon  de  15  mL  y  se  realiz6  una  digesti6n  enzimatica  con  1   mg/mL  de

Colagenasa  D  (Roche)  y  0,05  mg/mL  de  DNAsa  I  (Roche),  incubando  a  37°C  con

agitaci6n suave durante 30  minutos. A[ terminar la digestion,  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
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4°C  y  §e  resuspendi6  en  2  mL  de  buffer de  lisis  de  g16bulos  rojos  por  5  minutos  en

hielo.   La   lisis   se   detuvo   agregando   8   mL   HBSS   +   5°/a   SFB   a   las   c6Iulas   y  se

centrifugaron  a  500  x  g  durante  5  minutos  a  4°C.   Luego  de  esto,   las  c6lulas  se

resuspendieron en 3 mL de Percoll 40%.  Con una pipeta  Pasteur,  se agreg6 el mismo

volumen de Percoll 70% bajo la suspensi6n celular y se centrifug6 a 750 x g durante 20

minutos, a temperatura ambiente. Luego, se recuper6 el anillo que se produce entre las

dos fases, el cual contiene las c6lulas mononucleares, y se traspas6 a otro tubo donde

se lav6 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   celulas   se

resuspendieron en 2 mL de RMpl + 10% SFB.

6.7  0btenci6n de c6lulas CD4+ a partir de bazo

Se  obtuvieron  esplenocitos  a  partir del  bazo  de  ratones  OT-ll  CD45.1/CD45.2.

Las c6lulas se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se resuspendieron en

2  mL  buffer de lisis de g[6bulos rojos durante 5  minutos, Tras la [isis de g16bulos rojos,

las celulas se lavaron con 8 mL RPMl + 10% SFB y se centrifugaron a 600 x g durante

7 minutos a 4°C, tras lo cual  se resuspendieron en  10  mL de RPMl  +  10%  SFB.  Para

aislar  linfocitos T  CD4,  los  esplenocitos  centrifugaron  a  600  x  g  durante  7  minutos  a

4°C  y  se  incubaron  con  perlas  magneticas  acopladas  a  anticuerpos  er-CD4  (Miltenyi

Biotec)  (75  prL  de  perlas  por  cada  100  millones  de  esplenocitos)  en  Verseno  +  0,5%

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

se  lavaron  con  8 mL Verseno  + 0,5  %  SFB  a las celulas y se centrifugaron  a  600 x g

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 traspas6 a una columna (Columna LS, Miltenyi Biotec) y

se   realiz6   la   selecci6n   positiva   de   los   linfocitos   T   CD4+   mediante   separaci6n

inmunomagnetica.  Las c6lulas se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se

resuspendieron   en   medio   de   cultivo   lMDM   (lscove's   Modified   Dulbecco's   Media)

suplementado   con   10%   de   SFB,   0,25   Lig/mL   de   Fungizona   y   0,05   LiM   de   P-

mercaptoetanol.  La  pureza de la  preparaci6n  se verific6  cada vez mediante citometrfa

de flujo, obteniendose siempre sobre un 85% de celulas CD4+.

6.8 Generaci6n de c6lulas Thl7 i.n v/.fro

Para obtener celulas Thl7 especificas contra OVA,  se aislaron linfocitos T CD4

a  partir  de  ratones  OT-ll  CD45.1/CD45.2,  los  cuales  se  activaron  de forma  policlonal

con  anticuerpos  contra  CD3  y  CD28  en  diferentes  condiciones  de  polarizaci6n.  Los

anticuerpos ci-CD3 y or-CD28 se utilizaron adheridos a la placa.  Para esto se incubaron

los pocillos con  100  uL de los anticuerpos disueltos en  PBS  durante 4  horas a 37 °C,

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

Para generar linfocitos Thl7 se cultivaron  100.000 linfocitos T por pozo en 200

HL de  medio  de  cultivo,  en  placas  de  96  pozos durante 4  dias  a  37°C y 5%  C02,  en

presencia de los siguientes anticuerpos y citoquinas:
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Tabla   1.   Anticuerpos   y   citoquinas   utilizados   en   la   diferenciaci6n   de

linfocitos Thl 7 regulatorios o linfocitos Thl 7 inflamatorios.

Thl 7 regulatorios                       Thl 7 inflamatorios

or-CD3 (2 ug/mL)                                or-CD3 (2 ug/mL)

er-CD28  (2  Lig/mL)                               Ch-CD28  (2  ug/mL)

TGF-P1  (2 ng/mL)                             TGF-P3 (2 ng/mL)

lL-6 (20 ng/mL)                                    lL-6 (20 ng/mL)

IL-1P  (10  ng/mL)                                    lL-1P  (10  ng/mL)

or-lFN-y (5  ug/mL)                                 or-IFNry (5  LIg/mL)

Luego de 4 dias de cultivo se realiz6  una segunda ronda de diferenciaci6n.  Se

recuperaron   las   celulas   de   los   pocillos,   se   lavaron   con   P82   +10%   SFB   y   se

centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C.  Esto se repiti6 dos veces, tras lo cual

las celulas se resuspendieron en  medio de cultivo.  Se cultivaron  lxl06 linfocitos Thl7

por pozo en 2 mL de medio de cultivo,  en placas de 24 pozos.  Las c6lulas se activaron

nuevamente  de  forma  policlonal  en  presencia  de  anticuerpos  contra  CD3  y  CD28

(adheridos a placa en el caso de los linfocitos Thl7 regulatorios, solubles en el caso de

los linfocitos Thl 7 inflamatorios).

Los linfocitos Thl7 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

diferenciaci6n de los linfocitos Thl7 regulatorios o linfocitos Thl7 inflamatorios.

Thl7 regulatorios                       Thl7 inflamatorios

Ch-CD3  (1  ug/mL)

er-CD28  (1  LIg/mL)

lL-6 (20 ng/mL)

TGF-P1  (2 ng/mL)

er-CD3  (1  Llg/mL)

or-CD28 (1  ug/mL)

IL-6 (20 ng/mL)

IL-1 P  (10 ng/mL)

lL-23 (25 ng/mL)

Los cultivos se incubaron durante 3 dias a 37°C y 5%  C02,  luego de lo cual se

verific6 el fenotipo de los linfocitos resultantes mediante citometria de flujo.

6.9  Aislamiento de c6lulas Thl7

Las c6lulas Thl7 generadas /.n v/.fro se aislaron mediante oe// sort/.ng en base a

la  expresi6n  de  lL-17,  CD39  y  CD73.   Esto  es  posible  debido  a  que  la  lL-17  forma

heterodimeros con  la  IL-17F,  la cual tiene dominios transmembranas]  Io que  permite la

expresi6n transitoria de  lL-17 en  la superfcie (Brucklacher-Waldert y col.,  2009).  Para

activar las celulas Thl7, estas se incubaron en RPMl  + 10% SFB a una concentraci6n

de 2,5 x  106  c6lulas/mL,  en  presencia  de PMA 0,25 uM  (Sigma)  e  lonomicina  1  Hg/mL

(Sigma)  durante  4  horas  a  37°C  y  5%  C02.  Luego  de  la  incubaci6n,  Ias  c6lulas  se

centrifugaron  a  600  x  g  durante  7  minutos  a 4°C  y  se  incubaron  con  los  anticuerpos

fluorescentes  CD4,  CD39,  CD73  e  lL-17 en  PBS  +  2%  SFB,  a  una  concentraci6n  de

100  x   106  celulas/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  RPMl  + 10%

SFB para ser aisladas por el Cell Sorter FACSAria 11  (BD Biosciences).

6.10  Transferencia adoptiva de c6lulas Thl7 regulatorias o Thl7 inflamatorias

AI  dfa  7  posterior a  la  inyecci6n  i.d.  de  celu[as tumorales,1  x  106  c6lulas Thl7

generadas /.n v/.fro y sorteadas,  se inyectaron en el  rat6n  por via intravenosa (i.v.).   En

el   caso  de  un   experimento   de  crecimiento  tumoral,   se  realiz6   un  seguimiento   al

crecimiento al medir los tumores en el tiempo hasta el dia 21, dia en el cual los ratones

son sacrificados para analisis.

6.11  Ensayo de supresi6n /.n v/.fro

Para  los  ensayos  de  supresi6n,  se  utilizaron  linfocitos  T  CD4+  marcados  con

:Ce//Trace  V/.o/ef (Invitrogen)  come  poblaci6n  respondedora.  Para  esto,  [os  linfocitos T

CD4 de un rat6n OT-ll se aislaron mediante separaci6n magnetica, 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  concentraci6n  de  10xl06  celulas/mL.  Se  les

agreg6  Ce//77ace  V/.o/ef,  a  una concentraci6n final  de 5HM,  y se  incubaron  durante 20

minutos a 37 °C en oscuridad. Luego, se les agreg6 RPMl + 10% SFB y se incubaron a

temperatura ambiente por 5 minutos.  Las celulas se centrifugaron a 600 x g durante 7

minutos a 4°C y se resuspendieron en medio de cultivo lMDM suplementado con  10%

de SFB, 0,25 Lig/mL de Fungizona y 0,05 HM de 0-mercaptoetanol.
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Para  obtener celulas  presentadoras  de  antigeno  (APC),  se  disect6 el  bazo  de

un  rat6n  C57BL/6  y se  recibi6  en  4,5  mL  de  PBS  +  10%  SFB.  Se  disgreg6  con  una

tijera, se realiz6 la digesti6n enzimatica con 1  mg/mL de Colagenasa D (Roche) y  0,05

mg/mL de DNAsa I  (Roche) y se incub6 a 37°C con agitaci6n  rotatoria leve durante 45

minutos.  Al finalizar la  incubaci6n,  la  muestra se filtr6  en  un  ce// sfra/.Per de 70  LLm,  se

centrifug6 a 600 x g durante 7 minutos 4°C y se resuspendi6 en 2 mL buffer de lisis de

g16bulos rojos  durante 5  minutos,  Tras  la lisis de g16bulos  rojos,  las  celulas se lavaron

con  8  mL e  RPMl  +  10%  SFB,  se  centrifugaron  a 600 x g  durante 7 minutos a 4°C y

resuspendieron en 10 mL de RPMl + 10% SFB.  Para aislar las APCs,   los esplenocitos

se  incubaron  con   perlas  magn6ticas  acopladas  a  un  anticuerpo  or-CDllc  (Miltenyi

Biotec)  (30LiL  de  perlas  por  cada  100  millones  de  esplenocitos)  en  Verseno  +  0,5%

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

las  celulas  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  suspension

celular  se  traspas6  a   una   columna   (Columna   LS,   Miltenyi   Biotec)  y  se  realiz6  la

selecci6n  positiva  de  las  celulas  CDllc  mediante  separaci6n  inmunomagnetica.  Las

c6lulas  se  centrifugaron  a  600  x  g  durante  7  minutos  a  4°C  y se  resuspendieron  en

media  de  cultivo  lMDM  suplementado  con  10%  de  SFB,  0,25  Hg/mL  de  Fungizona  y

0,05 uM  de P-mercaptoetanol.  El fenotipo y porcentaje de pureza se verific6 mediante

citometria de flujo.

En el ensayo de supresi6n,  los linfocitos Thl7 regulatorios o Thl7 inflamatorios

fueron §orteados en base a la expresi6n de CD4, lL-17, CD39 y CD73. Se co-cultivaron

100.000,   50.000   0   25.000   linfocitos  Thl7  regulatorios  a   inflamatorios  con   50.000



linfocitos T CD4 marcados con Ce//Trace V/'o/ef y 20.000 APC, en presencia del p6ptido

OVA323_339 a  una  concentraci6n  2LiM,  en  200  ul  de  medio  de  cultivo.  EI  co-cultivo  se

realiz6  en  placas  de 96  pozos,  durante 3  dias  a 37°C  y 5°/o  C02,  luego  de  lo  cual  se

verific6 Ia proliferaci6n de los linfocitos T CD4 mediante citometria de flujo.

Para   el   en§ayo   de   supresi6n   en   placa   transwell,   los   linfocitos   T   CD4   se

plaquearon   junto   a   las   Ape   en   el   compartimiento   inferior.    Los   linfocitos   Thl7

inflamatorios  o  los  linfocitos  Thl7  regulatorios  se  plaquearon  en  el  compartimiento

superior.   Se  co-cultivaron   150.000,   75.000   0  32.500  linfocitos  Thl7  regulatorios  o

inflamatorios con 75.000 linfocitos T CD4 marcados con Ce//77ace V/.o/ef y 30.000 APC,

en  presencia  del  peptido  OVA323_339 a  una  concentraci6n  2HM,  en  300  prL de  medio  de

cultivo.  El  co-cultivo se  realjz6  durante 3  dias  a  37°C  y  50/a  C02,  luego  de  lo  cual  se

verific6 la proliferaci6n de los [infocitos T CD4 mediante citometria de f[ujo.

6.12 Activaci6n de linfocitos

Para  analizar  la  expresi6n  de  citoquinas  por  parte  de  linfocitos  ,  6stos fueron

jncubados en RPMl + 10% SFB a una concentraci6n de 2 x 106 celulas/mL, y activados

en presencia de PMA 0,25 LiM (Sigma),   [onomicina 1  LLg/mL (Sigma) y Brefeldina A   10

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

incubaci6n,  se centrifugaron a 600 x g durante 7 a 4°C y se resuspendieron en  PBS  +

2% SFB.
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6.13  Analisis de citoquinas en el sobrenadante

C6lulas   Thl7   regulatorias   e   inflamatorias   se   activaron   con   PMA   0,25   LiM

(Sigma)  e  lonomicina  1   Lig/mL  (Sigma),  a  una  concentraci6n  de  1  x  106  celulas/mL,

durante 3 horas a 37°C y 5% C02.  Luego de la incubaci6n, se centrifugaron las celulas

a  600 x g  durante  7 minutos a 4°C  y se  recolect6  el  sobrenadante.  Las citoquinas  en

los  sobrenadantes   se   analizaron   mediante   el   kit   CBA  Mouse  ThlITh2/Thl7   (BD

Biosciences),  el  cual  detecta  lL-10,  lL-17, TNF-Ch,  lL-4,  lL-6,  lFN-y e  IL-2.  La  detecci6n

de  GM-CSF  se  realiz6  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  celulas  se

realizaron  con  el test no  param6trico de Kruskal-Wallis con post test de Dunn.  Para el

analisis estadistico de las curvas de crecimiento tumoral entre distintos tratamientos se

utiliz6 un analisis de ANOVA de 2 vias con correcci6n de Bonferroni.

Todos   los   analisis   se   realizaron   con   el   programa   Graphpad   Prism   5.0

(Graphpad  Software,   San   Diego,   CA,   EUA).   En  todos  los  casos  se  considera  la

significancia con un valor de p < 0,05.  (* < 0.05, " < 0,01, *** < 0,001).
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7. Resu[tados

7.1   Los linfocitos Thl7 es fan presentes en el tumor

Datos  de  la  literatura  indican  que  en  ratones  se  produce  un  aumento  en  el

ntimero  de  linfocitos  Thl7  en  la  sangre,  m6dula  6sea,  bazo  y    tumor,  en  modelos

murinos  de  cancer  de  pr6stata,  fibrosarcoma,  melanoma,  etc.  (Kryczek y  col.,  2007).

En   base   a   este   antecedente,   inyectamos   ratones   C57BL/6   con   la   linea   tumoral

816.F10  y  realizamos  posteriormente  una  caracterizaci6n  fenotipica  de  los  linfocitos

Thl 7 en diferentes 6rganos y en el tumor.

Como se observa en la Figura  lA y  18,  en todos los 6rganos analizados,  tanto

en  ratones  con  o sin tumor se observan  celulas Thl7  analizadas  mediante  citometria

de  flujo,   existiendo  variaciones   en   el   porcenta|.e  de  estas   celulas  en   los  distintos

6rganos.  Si  bien  no  encontramos  diferencias  en  el  porcentaje  de  c6lulas  Thl7  en  el

bazo de  ratones con y sin tumor,  al  comparar el  Iinfonodo periferico (PLN) de ratones

sin tumor con el  linfonodo drenante del tumor (TdLN)  observamos una disminuci6n en

el   porcentaje   de   celulas   Thl7   en   este   ultimo   6rgano.   En   consecuencia,   esta

disminuci6n podria relacionarse con una migraci6n de las celulas Thl 7 hacia el tumor.
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Bazo          PLNITdLN         Tu mor

Figura  1.  Las c6lulas Thl7 estan  presentes en el tumor.  C6lulas del  bazo,  6rgano
linfoide    periferico    (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  celulas  Thl7.   (A)  Analisis  de
citometria   de  flujo  de   la   producci6n   de   lL-17   por  linfocitos  T  CD4+  en   diferentes
6rganos  linfojdes  y  tumor.   (8)  Se  presenta  el  porcentaje  de  celulas  Thl7    (lL-17+/
CD4+)  en  diferentes  6rganos  linfojdes y tumor (n=8-13).  Los datos en  8 se  muestran
como la media ± SEM. *p<0,05;  ***p<0,001 ; Test de Kruskall-Wallis.
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7.2 Los linfocitos Thl7 expresan las ectonucleotidasas CD39 y CD73 /.n v/.vo

Se  ha  descrito  que  las  ectonucleotidasas  CD39  y  CD73  en  los  linfocitos Treg

tienen  como  funci6n  hidrolizar  el  ATP  extracelular  para  la  producci6n  de  adenosina,

actuando como uno de los mecanismos de supre§i6n de la respuesta inmune utilizado

par estas c6lulas (Deaglio y col., 2007).  Sin embargo, la expresi6n de CD39 y CD73 no

esta restringida a los linfocitos Treg, sino que se expresan en una variedad de c6lulas

del sistema inmune,  como  en  monocitos,  neutr6filos,  linfocitos 8,  celulas dendriticas y

linfocitos   T   (Pulte   y   col.,   2007;   Borsellino   y   col„   2007).   Un   reporfe   reciente   ha

demostrado la expresi6n de estas ectonucleotidasas en las celulas Thl7 y sugiere que

estas mol6culas, de manera similar a los Treg, les brindaria la capacidad de suprimir la

respuesta  immune  mediante  la  producci6n  de  adenosina  (Chalmin  y  col.,  2012).  Para

estudiar  si  el  microambiente  tumoral  induce  la  expresi6n  de  CD39  y  CD73  en  las

celulas Thl7  analizamos  la  expresi6n  de  las  ectonucleotidasas  en  los  linfocitos Thl7

provenientes  de  ratones sanos  y  con tumores,  y la  comparamos  con  la  expresi6n  de

CD39 y CD73 en los linfocitos Thl  (CD4+ lFN-y+) y linfocitos Treg (CD4+ Foxp3+).

Como se  puede observar en  la  Fig.  2A y  8,  en el tumor existe  un  aumento de

las celulas Thl7 que expresan CD39 y CD73 (cerca del 50%), en comparaci6n a PLN y

TdLN  (cerca de un 40%),  lo cual  demuestra que el  microambiente tumoral favorece la

expresi6n  de  estas  ectonucleotidasas.  Sorprendentemente,  el  porcentaje  y  nivel  de

expresi6n de CD39 (Intensidad media de fluorescencia,  IMF) es menor en c6lulas Thl7

respecto  del  nivel  de  expresi6n   observado  en   linfocitos  Treg  y  Thl   en  todos  los

6rganos  observados  (Fig  2C).    Interesantemente,  el  nivel  de  expresi6n  de  CD73  se

mantuvo constante en las c6lulas Thl7 en el tumor y en todos los 6rganos analizados,
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a  diferencia de  las  c6lulas Thl  y Treg,  en  las cuales se   observa  menor expresi6n  de

CD73  en  el  tumor  (Fig.   2C).   En  conclusion,   el   microambiente  tumoral  favorece  la

expresi6n de la ectonucleotidasa CD39 en los linfocitos Thl7, Thl  y Treg.

PLNITdLN    Tumor                                   PLN

I  Sin Tumor
I  Con Tunror

TdLN                 Tumor                                   PLN                    TdLN                 Tumor
DThl
EE  Thl7
ITng

Figura 2. Expresi6n de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 en celulas Thl7, Thl y
Treg  presentes  en  6rganos de  ratones con  y sin  tumor.  C6lulas de  PLN  (a TdLN)  y
tumor provenientes de ratones C57BL/6 fueron aisladas y analizadas par citometria de flujo.  (A)
Analisis de  la expresi6n de CD39 y CD73 en  las c6lulas Thl7 (CD4+lL-17+),  Thl  (CD4+  lFNy+)
y Treg  (CD4+FoxP3+).  (8)  Porcentaje de celulas Thl 7 CD39+ CD73+ (CD4+ lL-17+) en  ratones
con  a sin  tumor (n=7-13).  (C)  Comparaci6n  de  la  intensidad  media de fluorescencia de  CD39 y
CD73 en las c6lulas Thl7 (CD4+lL-17+),  Thl  (CD4+  lFNy+) y Treg (CD4+FoxP3+) (n=6-7).   Los
datos  en  a  y  C  se  muestran  coma  la  media  ±  SEM.  *p<0,05,  "p<0,01,  ***p<0,001,  Test  de
Kruskal-Wallis.
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7.3 Generaci6n  /.n v/.fro de linfocifos Thl7 regulatorios o inflamatorios

Se ha demostrado que la expresi6n  de CD39 y CD73 en  los linfocitos Thl7 se

debe a la acci6n conjunta de la lL-6 y TGF-P1.  Io cual genera celulas Thl7 regulatorias

que  presentan  altos  niveles  de  expresi6n  de  CD39  y  CD73  (Chalmin  y  col.,  2012).

Ademas,  estos  mismos  autores  describieron  que  el  cultivo  de  linfocitos  T  CD4+  en

presencia  de  lL-6,  lL-1P  e  lL-23  induce  la  generaci6n  de  linfocitos  Thl7  inflamatorios

que  no  expresan  las  ectonucleotidasas  CD39  y  CD73  (Chalmin  y  col.,  2012).   Sin

embargo,  en  nuestras  manos,  el  porcentaj.e  de  c6lulas  Thl7  inflamatorias  que  se

generaron en  ausencia de TGF-a fue muy bajo  (alrededor de un  10%).  Por otra  parte,

se ha descrito que TGF-83 es capaz de inducir un perfil patog6nico o "inflamatorio" en

los linfocitos Thl7,  caracterizado por una mayor expresi6n del receptor de IL-23 (Lee y

col„  2012).  Por  estas  razones  modificamos  el  protocolo  para  producir  c6lulas  Thl7

inflamatoria§  y  regulatoria§  realizando  una  primera  activaci6n  de 4  dias en  presencia

de   TGF-Pl    o   TGF-P3   para   generar   celulas   Thl7   regulatorias   e   inflamatorias,

respectivamente,  y  una segunda  ronda de activaci6n  de 3 dias de  los  linfocitos Thl7,

donde los Thl7 regulatorios se mantuvieron en  presencia de TGF-Pl  e  IL-6,  mientras

que los Thl 7 inflamatorios se cultivaron en ausencia de TGF-P3, con el fin de disminuir

los  niveles  de  expresi6n  de  CD39  y  CD73,   y con  lL-6,  lL-1P  e IL-23  over tablas  1  y 2

de la secci6n de materiales y metodos).

En   la   Fig.   3  se  observa  que  ambos  protocolos  generan  c6lulas  Thl7,   sin

embargo,  consistentemente  obtuvimos  menores  porcentajes  de  celulas  Thl7  en  las

condiciones para la generaci6n de celulas con un perfil  inflamatorio.
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Al   analizar   la   expresi6n   de   las   ectonucleotidasas   CD39   y   CD73   (Fig.   3)

observamos  una  expresi6n  diferencial  de  estas  mol6culas  utilizando  los  diferentes

protocolos  de  diferenciaci6n  de  c6lulas  Thl7.  En  la  Fig.3  se  observa  que  todos  los

linfocitos Thl7  regulatorios  expresan  CD73,  pero solo  un  60%  de  las celulas  expresa

CD39.  En el caso de los linfocitos Thl 7 inflamatorios, aproximadamente un 40% de las

c6lulas  no  expresa  CD39    ni  CD73  y  solo  un   16%  de  las  c6lulas  expresa  ambas

mol6culas.    Esto   indica   que   determinadas   citoquinas   favorecen   la   obtenci6n   de

linfocitos Thl 7 con bajos o altos niveles de expresi6n de  CD39 y CD73 /.n v/.fro.

Thl7
Regulatorios

Thl7
lnflamatorios

105

104

1o3

1o2

0

sO 61.®

0.14 028
'   a.d2      ,ti      .dr     iti

Figura 3.  Las  c6lulas Thl7  inflamatorias o  regulatorias generadas jn v/.fro pres®ntan  una
expresi6n diforencial d® las ectonucleotidasas CD39 y CD73.
C6lulas  T  CD4+  aisladas  del  bazo  de  un  rat6n  fueron  activadas  con  a-CD3  y  a-CD28  en
presencia  de  TGF-B1,  lL-6,  lL-1B  y  a-lFN-y   a TGF-P3,  lL-6,  lL-1B  y  ci-lFNry  para  generar Thl7
regulatorios  a   inflamatorios,   respectivamente.   Posteriormente,   los   linfocitos  Thl7  generados
fueron  nuevamente activados con a-CD3 y a-CD28 en  presencia de TGF-8 e lL€ para generar
Thl7  regulatorios  o  en  presencia  de  lL-6,  lL-1B  e  lL-23  para  generar  Thl7  inflamatorios.  Las
c6lulas  se  activaron  por  4  horas  en  presencia  de  PMA,   lonomicina  y  BFA  para  analiear  la
producci6n   de   lL-17   e   lFNry      mediante   citometria   de   flujo   en   una   gate   CD4+.    Figura
represenfativa (n=5).
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Para   demostrar  que   las   celulas  Thl7   generadas   /.n   v/.fro   poseen   un   perfil

inflamatorio   o   regulatorio,   se   determin6   la   producci6n   de   citoquinas   en   las   dos

poblaciones de linfocitos Thl7.  En  la  Fig.  4 se  puede observar que tanto  los linfocitos

Thl7 regulatorios como los linfocitos Thl7 inflamatorios secretan  cantidades similares

de   lL-17  y  TNF.   A  pesar  de   que   no   se   obtuvieron   diferencias   estadisticamente

significativas,   observamos   que   los   linfocitos   Thl7   regulatorios   secretan   mayores

cantidades de  lL-10,  lL-2,  lL-6,  lFN-y e lL-4,  y los linfocitos Thl7 inflamatorios secretan

mayore§  cantidades  de  GM-CSF.  Estos  resultados  demuestran  que  las  c6lulas Thl7

generadas  /.n  v/.fro  segdn  el  protocolo  descrito  anteriormente  presentan  un  perfil  de

c6Iulas con caracteristicas inflamatorias o regulatorias.
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Figura   4.   Las   celulas   Thl7   regulatorias
secretan un patr6n diferencial de citoquinas.
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Celulas Thl7  regulatorias  e inflamatorias fueron sorteadas  en  base a  la expresi6n  de
CD4,  lL-17,  CD39 y CD73.  Posteriormente fueron estimuladas con  PMA e  lonomicina
durante    3    horas.    La    concentraci6n    de    citoquinas    en    los    sobrenadantes    fue
determinadas  mediante  CBA  utilizando  el  kit ThlITh2/Thl7  y  GM-CSF  se  determin6
mediante ELISA (n=3).  Los datos se muestran como la media ± SEM.
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7.4  Linfocitos  Thl7  regulatorios  o  inflamatorios  no  afectan  la  proliferaci6n  de

linfocitos T CD4+ i.n vi.fro

Una     vez     generados     los     linfocitos     Thl7     regulatorios     o     inflamatorios

aprovechamos   la   expresi6n   de  CD39   y  CD73  para  aislar  estos  dos  subtipos  de

linfocitos Thl7 mediante oe// sch/.ng.  Enseguida,  los linfocitos Thl7 se utilizaron en  un

ensayo de supresi6n /.n vifro,  a fin de determinar si  los diferentes subtipos de linfocitos

Thl 7 podrian tener una funci6n reguladora.

En   la   Fig.   5   se   observa   la   proliferaci6n   de   los   linfocitos   T   CD4+   OT-ll

(especfficos   para   el   peptido   OVA),   co-cultivados   en   presencia   de   linfocitos  Thl7

regulatorios   (Fig.   5A)   o   linfocitos  Thl7   inflamatorios   (Fig.   58).   La   proliferaci6n   se

determin6  mediante  la  diluci6n  de  la  marca  Ce//  7tace  V/.o/ef,  en  donde  cada  peak

representa  un  ciclo  de  divisi6n  celular.  En  gris  se  muestra  la  condici6n  control,  sin

linfocitos  Thl7,   en  donde  se  aprecia  que  los  linfocitos  T  CD4+  son   capaces  de

proliferar  en  presencia  de  c6lulas  presentadoras  y  el  peptido  OVA.  Cuando  se  co-

cultivaron  tanto  con  linfocitos  Thl7  regulatorios  (Fig.  5A)  como  con  linfocitos  Thl7

inflamatorios (Fig. 58) observamos que no existe una disminuci6n en la proliferaci6n de

los linfocitos T CD4+.  Esto indica que los linfocitos Thl7 regulatorios o inflamatorios no

tienen  propiedades supresoras sobre  los  linfocitos T  CD4+  y que  la  expresi6n  de  las

ectonucleotidasas    CD39     y    CD73     no     se     relacionaria    en     con     un    fenotipo

inmunosupresor.
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Figura  5.   Linfocitos  Thl7  regulatorios  o  inflamatorios  generados  in  y/.fro  no
afectan  la proliferaci6n de linfocitos T CD4+.  Linfocjtos T CD4+   especificos para el
peptido   OVA  fueron   marcados   con   Cell   Trace  Vlolet  y  co-cultivados   con   c6lulas
presentadoras (APC) y diferentes proporciones de Thl 7 regulatorios o inflamatorios, en
presencia del  peptido OVA 323-339.  Los graficos muestran  la proliferaci6n de linfocitos
T CD4+ co-cultivados con Thl7 regulatorios (A,  C) a Thl7 inflamatorios (8,  D).  (n=1)
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7.5  Los  linfocitos  Thl7  regulatorios  o  inflamatorios  son  capaces  de  retrasar la

Progresi6n tumoral en ratones RORvtgfpJgfp

Para  determinar  el  papel  de  [os  linfocitos  Thl7  regu[atorios  o  inflamatorios  /.n

v/.vo,    realizamos   una   transferencia   adoptiva   de   linfocitos   Thl7   en   ratones   que

presentan  tumores  y  que  carecen  de  celulas Thl7.  Para  esto  se  inyectaron  ratones

RORytgfp'gfp  con   la   linea  tumoral   816.OVA  y  a  los  7  dias,   cuando  el   tumor  ya  es

palpable,  se les inyectaron celulas Thl7 regulatorias o inflamatorias (especificas contra

OVA).

Como se observa en  la  Fig.  6,  ambos tipos de linfocitos Thl7 son  capaces de

retrasar  el  crecimiento  tumoral,   respecto  al  control  con  PBS.  A  pesar  de  que  [os

tumores  de  los  ratones  inyectados  con  Thl7,  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 cinetica.

Importantemente,  no se observaron  diferencias  en  la  acci6n  antitumoral  de los

linfocitos Thl7 regulatorios o inflamatorios, ya que ambas curva§ de progresi6n tumoral

fueron  pfacticamente  iguales.  En  conclusi6n,  la  expresi6n  de  las  ectonucleotidasas

CD39 y CD73 en los linfocitos Thl 7 no se relacionaria con un fenotipo protumoral.
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Figura  6.  Curva  de  crecimiento  tumoral  en  ratones  RORrytgivgfp inyectados  con
linfocitos Thl 7 regulatorios o inflamatorios. Ratones   ROR-ytgfp'gfp se inyectaron con
la  linea  tumoral  816.OVA  de  forma  intradermica.   Luego  de  7  dias,   los  ratones  se
dividieron en tres grupos que fueron  inyectados con  1  x  106  linfocitos Thl7 regulatorios
o  1  x  106  linfocitos Thl7 inflamatorias  (sorteados en  base a   la expresi6n de CD4 e  lL-
17),  o  PBS.  Se  midi6  el  tamafio  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 C6lulas Thl7 generadas /.n v/.fro aumentan o mantienen la expresi6n de CD39

en e[ microambiente tumoral

Se ha descrito que existe una variedad de factores que influyen en la expresi6n

de  CD39  y  CD73,   como   por  ejemplo  algunas  citoquinas   ITGF-a,   lL-6,   lL-12)  o  la

hipoxia    (Ghiringhelli  y  col.,  2012).  Para  estudiar  si  el  microambiente  tumoral  podria

influir en la expresi6n de las ectonucleotidasa§ CD39 y CD73 en los linfocitos Thl7,  se

observ6 el fenotipo tanto de los linfocitos Thl7  regulatorios o inflamatorios luego de la

transferencia adoptiva en ratones con tumor.

Como   se   puede   observar  en   la   Fig.   7,   la   mayoria   de   los   linfocitos  Thl7

regulatorios  mantienen  la  expresi6n  de  CD39  en  el  tumor,  sin  embargo,  no todas  las

celulas expresan CD39 en el bazo (Fig. 7C). Mas adn, en el tumor cerca de un 10% de

las celulas reduce la expresi6n de CD73.

En  el  caso  de  los  linfocitos  Thl7  inflamatorios,  un  gran  porcentaje  de  estas

celulas  aumentan  la expresi6n  de  CD73  en  bazo  y tumor.  Interesantemente,  un  gran

porcentaje de estas celulas tambien aumentan la expresi6n de CD39   en el tumor y en

menor  medida  en  el  bazo  (Fig.  7D).  Estos  resultados  sugieren  que  e[  microambiente

tumoral  induce  la  expresi6n  de  las  ectonucleotidasas  CD39  y  CD73   en  los  linfocitos

Thl7.
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Figura  7  Las  c6lulas  Thl7  transferidas  a  ratones  con  tumor  son  capaces  de
mantener o aumentar la expresi6n de las ectonucleotidasas CD39 y CD73.
Celulas Thl7  regulatorias  o  inflamatorias especificas contra  OVA fueron generadas i.n
v/fro y sorteadas en  base a  la expresi6n  de CD4,  lL-17,  CD39 y  CD73.  Luego,  fueron
transferidas  a  ratones  congenicos  RORrytg'P'ctp (CD45.2)  inyectados  con  816.OVA.  Se
analiz6 la expresi6n de las ectonucleotidasas CD39 y CD73   por parte de los linfocitos
Thl7  a  los  14  dias  luego  de  transferidas  las  celulas.  (A,  8)  Fenotipo  de  las  celulas
previo  a  la  inyecci6n.  Fenotipo de  los Thl7  transferidos  en  el  bazo  y el  tumor de  los
ratones   inyectados   con   Thl7   regulatorios   (C)   a   Thl7   inflamatorios   (D).    Figura
representativa (n=3-7).
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7.7  Linfocitos  Thl7  regulatorios  o  inflamatorios  son  capaces  de  adquirir  un

fenotipo productor de lFNry en el tumor

Se ha descrito  que la capacidad  antitumoral de  los linfocitos Thl7 depende de

lFNJy,  presumiblemente debido a la capacidad de los linfocitos Thl7 de convertirse en

celulas Thl  (Muranski y col., 2008).  Por lo mismo,  ademas de estudiar la expresi6n de

CD39   y   CD73   en   los   linfocitos   Thl7   regulatorios   o   inflamatorio§   estudiamos   la

capacidad  de  estos  linfocitos  de  adquirir  un  fenotipo  Thl.   Para  esto  se  inyectaron

ratones   deficientes  en  linfocitos  Thl7  (RORytofp'gfp) con  la  linea  tumoral  816.OVA y  a

los 7 dias se les inyectaron celulas Thl7 regulatorias o inflamatorias (especificas para

OVA), las que fueron sorteadas en base a la expresi6n de CD39 y CD73.

Como  se  observa  en  la  Fig.  8A  y  88,  luego  de  14  dlas  post  transferencia

adoptiva,  tanto  los  linfocitos  Thl7  inflamatorios  como  regulatorios  son  capaces  de

producir IFNry en el tumor.  En el  bazo los linfocitos Thl7 regulatorios o inflamatorios no

producen  IFN-y y alrededor de  un 40%  de  las  celulas  mantiene la expresi6n  de  lL-17

(Fig   8C).   Interesantemente,   en   el   tumor   un   mayor   porcentaje   de   linfocitos   Thl7

regulatorios adquiere la capacidad de producir lFNJy,  en comparaci6n con  los linfocitos

Thl7  inflamatorios  (Fig.  8D).  Ademas,  en  la  Fig.  8D  se  observa  que  un  porcentaje

similar  de  linfocitos  Thl7  regulatorios  o  inflamatorios  mantiene  la  expresi6n  de  lL-17

(cerca del 35°/o),  pero un mayor porcentaje de los linfocitos Thl7 inflamatorio§ pierde la

expresi6n de lL-17 y no es capaz de producir lFNJy (aprox.  50%),  respecto a los Thl7

regulatorios  (aprox.  30%).  Estos  resul{ados  sugieren  que  la  capacidad  antitumoral  de

los linfocitos Thl7 se relaciona con la capacidad de producir lFN-y en el tumor.

43



Thl 7 Regulatoros

49.2 I               0.43

`  ;."iej
•:    :1..;--.1~

•-      :-:i:r,.
`.--,-``.

i.41

|o2        |o3       io4      log

Th 1 7 Inflamatorios

05 39.2 0.19

04030 I    :  :`-t£=,``*fr

`   '-if e.`.,:
..-'.  `,. `.i

0.76
0102        |03             4             5

lL-17+           lL-17+           lL.17-           lL-17-

iFNr            lFNy+           iFNr           lFr`fy-

Tumor        =#:7#

L1

Figura  8.  Las  c6lulas  Thl7  transferidas  a  ratones  con  tumor  son  capaces  de
adquirir un fenotipo productor de lFNy en el tumor.
C6lulas  Thl7  regulatorias  o  inflamatorias  especificas  para  OVA fueron  generadas  t.n
v/.fro y sorteadas en  base a  la expresi6n  de CD4,  lL-17,  CD39 y  CD73.  Luego, fueron
transferidas  a  ratones  congenicos  ROR-ypp'gfp (CD45.2)  inyectados  con  816.OVA.  Se
analiz6 la adquisici6n de un fenotipo Thl  por parfe de los linfocitos Thl7 en el bazo y el
tumor de  los  ratones  inyectados  con  Thl7  regulatorios  (A)  a Thl7  inflamatorios  (a)  a
los 14 dias post transferidas las c6lulas. Se grafic6 el porcentaje de celulas transferidas
(CD4+ CD45.1+)  que expresan  lL-17 y/o  lFNry 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. Discusi6n

E[  sistema  inmune  tiene  un  rol  fundamental  durante  el  inicio  y  desarro[lo  de]

cancer.   Por  una  parte,  tiene  la  capacidad  de  detectar  y  destruir  celulas  tumorales

(Schreiber  y  col.,   2011).   Sin  embargo,   algunas  celula§  tumorales  son  capaces  de

evadir el  sistema  inmune y formar  un  tumor,  el  cual  es  capaz de  reclutar celulas  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  c6lulas  inmunes que infiltran el  tumor,  entre los cuales se encuentran  los  ljnfocitos

Thl7.

Desde el  descubrimiento de los  linfocitos Thl7 el  afio 2005  (Park y col.,  2005;

Harrington  y col.,  2005),  se  ha estudiado el  rol  de estos linfocitos en  una variedad de

enfermedades   autoinmunes   e   inflamatorias,   como   por   ejemplo:   psoriasis,   artritis

reumatoide,  esclerosis  mdltiple,  asma,  etc  (Korn  y  col.,  2009),  en  donde  se  les  ha

asignado   un   rol   patogenico.   Sin   embargo,   el   rol   que  cumplen   los   linfocitos  Thl7

durante el desarrollo del cancer sigue siendo controversial,  asignandosele un  rol pro o

antitumoral  en  diversas  investigaciones  (Muranski  y  col.,  2008;  Gner[ich  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  molecula  con

propiedades   inmunosupresoras   (Huang   y   col.,    1997).       La   expresi6n   de   estas

ectonucleotidasas en  linfocitos Treg  ha sido descrito como  uno de los mecanismos de
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supresi6n de la respuesta inmune utilizado por estas celulas (Deaglio y col., 2007). Par

otra   parfe,   se   ha   descrito   que   linfocitos   Thl7   generados   t.n   vifro   expresan   las

ectonucleotidasas CD39 y CD73 dependiendo de las citoquinas utilizadas al  momento

de la diferenciaci6n (Chalmin y col.,  2012).  Estos antecedentes nos llevaron a plantear

que estas podrian ejercer un rol protumoral en los linfocitos Thl 7.

En   primer  lugar,   utilizando   un   modelo   murino  de   melanoma,   evaluamos  la

presencia de linfocitos Thl7 en el tumor y demostramos que existe alrededor de un 2-

3% de estos linfocitos en el tumor. A pesar de que los linfocitos Thl7 representan una

fracci6n  pequefia  comparada  con  otras  poblaciones  celulares  asociadas  al  sistema

immune,  datos en  la literatura indican que los linfocitos Thl7 tendrian un rol  activo en la

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

Con el fin de caracterizar los linfocitos Thl7 infiltrantes del tumor estudiamos ]a

expresi6n   de   las   ectonucleotidasas   CD39   y   CD73.   Antecedentes   en   la   literatura

sugieren que las celulas Thl7 expresan estas ectonucleotidasas y producen adenosina

(Chalmin y col.,  2012).  Nuestros datos indican que los linfocitos Thl7 son capaces de

expresar  CD73  en  todos  los  6rganos  en  los  cuales  se  encuentran,  sin  embargo,  no

todos son  capaces de expresar la ectonucleotidasa  CD39. Al  comparar los niveles de

expresi6n  de  las  ectonucleotida§as,  mediante  la  comparaci6n  de  la  intensidad  media

de  fluorescencia,  no  se  detectaron  diferencias  en  los  niveles  de  expresi6n  de  CD73

entre  los  linfocitos  Thl7  del  tumor y de  aquellos  presentes  en  TdLN  y  otros  6rganos

linfoides  perifericos.  En  concordancia  con  los  datos  de  la  literatura,   nuestros  datos

demuestran   que   las   c6Iulas  Thl7   expresan   estas  ectonucleotidasas  y  que  en   el

microambiente tumoral  existe  una  mayor proporci6n  de  linfocitos Thl7  CD39+CD73+
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comparado a otros 6rganos linfoides,  Io que podria relacionarse con un aumento en el

numero de linfocitos Thl 7 de memoria (Zhou y col., 2009; Moncrieffe y col., 2010)

De  manera  de  dilucidar  cual  es  el  papel  de  estas  ectonucleotidasas  en  las

celulas Thl7,  se compar6  la expresi6n de CD39 y CD73 en  los  linfocitos Thl7 con la

expresi6n de las ectonucleotidasas en los linfocitos Treg y Thl.  Nuestros datos indican

que  en  el  tumor  los  linfocitos  Thl7  expresan  nivele§  similares  de  CD73  y  menores

niveles  de  CD39  que  lo§  Iinfocitos  Tregs.  Sorprendentemente,  observamos  que  las

celulas Thl ,  celulas  clave  en  la  respuesta  antitumoral,  presentan  mayores  niveles de

expresi6n  de  CD39  que  las  c6Iulas  Thl7,  en  todos  los  6rganos  analizados  y  tumor.

Este  resultado  permite especular que  la  expresi6n  de  CD39  no  necesariamente  esta

relacionada  con  la  generaci6n  de  adenosina  y  la  inmunosupresi6n.   En  esta  linea,

algunos  reportes  en  la  literatura  indican  que  CD39  es  un  marcador de  activaci6n,  ya

que se puede detectar su expresi6n en linfocitos T y 8 activados i.n wfro (Kansas y col.,

1991 ;  Maliszewski  y col.,1994)  mientras que otros grupos  asocian esta  mol6cula  a  un

fenotipo  de  memoria  (Zhou  y  col.,  2009;  Moncrieffe  y  col.,  2010).  Por  lo  mismo,  el

aumento   de   los   linfocitos   Thl7   CD39+CD73+  en   el   tumor   podria   deberse   a   un

incremento  en  el  reclutamiento  o  proliferaci6n  de  linfocitos  Thl7  de  memoria  o  a  un

aumento en el estado de activaci6n de estos linfocitos.

Para determinar si la expresi6n de CD39 y CD73 podria determinar un fenotipo

de  linfocito  Thl7  con  caracteristicas  inmunosupresoras,  se  generaron  linfocitos  Thl7

regulatorios   o   inflamatorios,   los   que   difieren   en   los   niveles   de   expresi6n   de   las

ectonucleotidasas.  Los linfocitos Thl7 que fueron generado§ en presencia de TGF-P1,
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lL-6 e lL-1P, y luego re-estimulados en presencia de TGF-Pl  e lL-6 (Thl7 regulatorios),

expresaron  mayores  niveles  de  las  ectonucleotidasas  CD39

que la lL-6 activa al factor de transcripci6n STAT3, el cual se

Se  ha  descrito

CD39

y  CD73  e  induce  su  expresi6n  (Chalmin  y  col.,  2012).  Al  mismo  tiempo,  TGF-Pl  es

capaz  de  disminuir  la  expresi6n  del  factor  de  transcripci6n  GFl, cual  reprime  [a

expresi6n  de  cD39 y  cD73  (Chalmin  y  col.,  2012).  Par otra  parte, |los  linfocitos Thl7

que fueron  generados con  TGF-P3,  lL-6  e  lL-1P,  y luego  re-estimulados en  presenciaI

I

de lL-6,  lL-1P e lL-23 IThl7 inflamatorios), expresan niveles bajos d! CD39 y CD73. En

mir a traves de la

7 generan celulas

nto  al   patron  de

este  protocolo  la  ausencia  de TGF-Pl  seria  la  responsable de  rep

expresi6n de GFl. Ambos protocolos de generaci6n de linfocitos Th

que  secretan   cantidades  pfacticamente  iguales  de   lL-17.   En   cu

secreci6n  de  otras  citoquinas,   nuestros  resultados  indican  que [os   linfocitos  Thl7

regulatorios  son  capaces  de  §ecretar  bajas  cantidades  de  lL-10, mientras  que  los

linfocitos  Thl7   inflamatorios   casi   no   secretan   lL-10.   Ademas,   lps   linfocitos   Thl7

regulatoriossecretanmayorescantidadesdelFN-yell-2.Estudio!stranscripcionales

han  determinado  que  los  linfocitos  Thl7  inducidos  en  presencia !de  TGF-Pl   e  lL-6
I

aumentan  la  expresi6n  de  genes  involucrados  en  la  producci6n  de  lL-10  (Lee  y  col.,
I

2012).  Incluso,  debido a la ausencia de IL-23,  estos linfocitos Thl7 Se caracterizan  par
r

tener un fenotipo menos estable,  ya que la re-estimulaci6n del TCR en estos linfocitos

induce  la  producci6n  de  lFN-y  (Yang  y  col.,  2009).  Por  otra  parte,

inflamatorios secretan mayores cantidades de la citoquina inflamato

se  relaciona  directamente  al  efecto  de  la  lL-23  y  del  TGF-P3.  Se

TGF-P3 es capaz de inducir un peml patogenico en los linfocitos
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niveles  de expresi6n  del  receptor de  IL-23  (Lee y  col.,  2012),  y a  §u  vez,  la  lL-23  es

capazdeinducirlaexpresi6ndeGM-CSF(EI-Behiycol., 2011)            i

Al   evaluar   mediante   ensayos   de   supresi6n   /.n   v/.fro   §i   16s   linfocitos   Thl7

i

regulatorios  tienen  propiedades  inmunosupresoras  debido  a  la  expresi6n  de  CD39  y

CD73,    encontramos   que    los    ljnfocitos   Thl7    regulatorios    no   )tienen    un    efecto
I

I

inmunosupresor  sobre   linfocitos   T   CD4+.   Esto   se   contradice   ajlo   descrito   en   [a

literatura,  en  donde  se  ha  demostrado  que  los  linfocitos  Thl7  CDP9+CD73+    tienen

una actividad inmunosupresora,  inhibiendo la producci6n de lFNry e

expresi6n  de  las  ectonucleotidasas  CD39  y  CD73  en  los  linfocito!s
I

relacionada con un mecanismo de inmunosupresi6n.                                i

linfocitos T CD4+

y  T  CD8+  (Chalmin  y  col.,  2012).  Nuestros  resultados  demuestran  que  los  linfocitos
I

Thl 7 regulatorios asi como ]os ljnfocitos Thl 7 inf[amatorios no son ¢apaces de retrasar

la  proliferaci6n  de  linfocitos  T  CD4+,   obteniendose  el  mismo  re!ultado  cuando  los

linfocitos   se   encuentran   separados   en   camara§   transwell.   Est!   indicaria   que   la

Thl7  no  estaria

Para  comprobar  si  la  expresi6n  de  las  ectonucleotidasas |CD39  y  CD73  Ies

confieren  a  los  linfocitos  Thl7  un  fenotipo  inmunosupresor  protu,moral  /.n  v/.vo,     se

inyectaron    [infocitos    Thl7    regulatorios    o    inf]amatorios    en    ra[]ones    que    habian

desarrollado  un  tumor  y  demostramos  que  ambos  tipos  celulares  tienen  capacidad

antitumoralyaquedisminuy6elcrecimientodelostumores.Lacaiacidadantitumoral
.

de  los  linfocitos Thl7  regulatorios  se contradice  con  un  estudio  di  Chalmin  y  Mignot

(Chalmin  y  col.,  2012),  en  el  cual  ellos  afirman  que  los  linfocitos  +hl7  que  expresan

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

es[ecificosutilizaron  una  linea  tumoral  distinta  (EL-4)  y  linfocitos  Thl7  no
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antigeno tumoral,  mientras que  los  linfocitos Thl7  que  utilizamos  e:n  este trabajo son
(

especiflcos   contra   un   antlgeno  tumoral.   Ademas,   hay   que   coniiderar  que   en   el

presente  trabajo   se   utilizaron   ratones   deficientes  en   linfocitos  Thl7   (ROR-ytgfpJgfp),

ratones  en  los  cuales  los  tumores  crecen  mas  debido  a  una  minor  inflltraci6n  de
I

linfocitos T CD4+ en el tumor (Nufiez y col.,  2013).  En  la literatura existen trabajos que
I

demuestran   un   rol   antitumoral   de  linfocitos  Thl7  especificos  cohtra  antigenos  del

tumor,  tanto  en  ratones  normales  como  deficientes  en  celulas Thl7  (Muranski  y  col.,
I

2008;  Nufiez y col., 2013).

1

I

Luego  de transferir linfocitos Thl7  inflamatorios  o  regu]atorios  en  ratones  que

han  desarrollado un tumor,  observamos cambios en la expresi6n de CD39 y CD73 en

ambos  tipos  de  linfocitos  Thl7.   Estos  cambios  producidos  en   I

ectonucleotidasas   pueden   deberse   a   una  variedad   de  factores

expresi6n  de  las

En   el   tumor,   la

expresi6n de CD73  es regulada mediante hipoxia y par variada§ citpquinas,  las cuales

:i::[e2n)::T]:I:tgahre:,:ye::::S:::2()Pr:Set:,gd]:mad:nuaeEc2::9G::Pc:n[:I-d6:r:lid:I::I::'rr:aa::FrNd:

activaci6n  linfoide  (Kansas  y  col.,1991;  Maliszewski  y  col,,1994),) el  aumento  de  su

expresi6n en el tumor podria indicar que las celulas que llegan al t+or se encuentran
I

mucho  mss  activadas  que  las  que  permanecen  en  otros  6rgan

confirman que la expre§i6n de CD39 y CD73 en linfocitos Thl7 no

la capacidad  de suprimir la respuesta immune y sugieren que esta

Estos  resultados

ta relacionada con

moleculas  podr[an

cumplir otras funciones ademas de [a generaci6n de un ambiente in'munosupresor.  For
i

::ampea::i[:a(:Xhporues;6cno,d,e2:::,9Myo::r;e3ff:eyhcao::I::Ilo:)adA°d:c::nua|[::::I,P,°adeex:re::,I::
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I

de las ectonucleotidasas permitiria a las celulas sobrevivir en ambiehtes ricos en ATP,
I

como el  tumor o sitios  altamente  inflamados  (Borsellino y col.,  2007).  Tambien,  se  ha

descritocomounmecanismoparaprevenirlaapoptosisinducidapireHncrementoen

i

la secreci6n de ATP luego de la estimulaci6n via TCR  (Umansky y c(ol.,  2014).  Incluso,

se   ha  sugerido  que   la  expresi6n   de  las  ectonucleotidasas  en lbs   linfocitos  T   de

memoria  constituiria  un  mecanismo  autocrino  para  prevenir  una  activaci6n  excesiva

desfavorableparaelorganismo(Umanskyycol.,2014).Enestes!'ntido,laexpresi6n
i

decD39porlasc6IulasThl7lespodriaconferirresistenciaenambientessaturadosde
I

ATP, como lo es el microambiente tumoral. Por otra parfe, la expresibn de CD73 podr[a

impedirunaactivaci6nexcesivaenestascelulasmediantelagenera!i6ndeadenosina,
)

permitiendo que los linfocitos Thl 7 sobrevivan mas tiempo en el organismo.
I

Se ha  descrito que la  capacidad  antitumoral  de los linfocitos Thl7 depende de

la  producci6n  de  lFNry  (Muranski  y  col.,  2008;  Nufiez  y  col.,  201?;  Muranski  y  col.,

::ilo)'u[:t:puoecsee[ur]:Ira::::sC::feer]e::,Cahd°o,d[::::[]::I::f:f::tr°esuTnhatL(:;onrs:::a::dsac:'t::

sobrevida  y  una  mayor capacidad  antitumoral  que  los  linfocitos Th

2011).  En  cuanto  al  rol  protumoral  de  los  linfocitos  Thl7,  este

(Muranski  y  col.,

ha  asociado  a  la

promoci6n  de  angiog6nesis  por  [a  lL-17  (Hemdan,  2013)  y  al  efecto  de  la  producci6n
1

I

de lL-6 y la consecuente activaci6n de[ factor de transcripci6n STAT3 en el crecimiento

)

tumoral  (\/Vang y col.,  2009).  Sin embargo,  la inducci6n de la angiogfnesis podrJa estar
)

relacionada  con  un  aumento  en  el  tfafico  celular  y  migraci6n  de  ielulas  dendriticas

hacia el tumor y,  en  consecuencia,  un  aumento de la  respuesta ant.itumoral  (Hemdan,

2013).  Incluso se ha descrito un rol beneficioso de la lL-17 durante [c>s tratamientos con

quimioterapia  (Ma et al„ 2011).  Por lo tanto,  seria un error igualar
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de la lL-17 con  la funci6n efectora de los linfocitos Thl7,  ya que la  ptoducci6n de IL-17

no es su t]nica funci6n.

Nuestros   resultados   muestran   que  tanto   linfocitos  Thl7  |egulatorios   como

inflamatorios pueden adquirir un fenotipo tipo Thl  productor de IFNiy, especificamente
I

en e[ tumor,  lo que confirma la gran plasticidad de este [inaje de linfpcitos T helper.  La
)

secreci6ndelL-12elL-23porpartedelascelulasdendriticaseneltror(Langowskiy

col.,  2006),  influirla  en  la  adquisici6n  de  un  fenotipo  tipo  Thl   en  los  linfocitos  Thl7

regulatoriosoinflamatorios,yaquesehademostradoquelaestim!ylaci6ncr6nicade

linfocitos  Thl7,  ya  sea  con  lL-12  o  IL-23,  induce  ademas  la  expresi6n  de  lFN-y y  el

factor de transcripci6n maestro de los linfocitos Thl , T-bet (\/Vang y c,ol., 2014;  Duhen y

col.,  2013).  Interesantemente,  los  linfocitos  Thl7  regulatorios  se  t|ansforman  mss  a

productores  de  lFN-y que  los  linfocitos  Thl7  inflamatorios.  Se

linfocitos Thl7 diferenciados en presencia de TGF-P e lL-6 son

ha demostrado

capaces

que  los

de adquirir un

1

fenotipo  productor de  lFNry al ser re-estimulados con  su antigeno  quang y col.,  2009).
I

Sinembargo,esinteresantenotarelnexoentrelaexpresi6ndecp39ylacapacidad

de  producir  lFN-y.  Solo  los  linfocitos  Thl7  regulatorios  secretan    lFN-y  /.n  v/.fro,  y  un
1

mayor porcentaj.e de estas  c6Iulas es  capaz de adquirir un fenotipo+hl  productor de

lFN-y  /'n  v/.vo.   Por  otra  parte,   los  linfocitos  Thl7  inflamatorios  s6l son  capaces  de

producirlFN-yeneltumoHugarenelcualadquierenlaexpresi6nde[CD39.Estohace

pensar que una mayor expresi6n de CD39 podria relacionarse con un mayor estado de
i

activaci6n   de   las   celulas,   lo   que   podrfa   estar   directamente   relracionado   con   la

capacidad  de  los  linfocitos  Thl7  de  adquirir  un  fenotipo  tipo  Thl

facilitando la plasticidad de los linfocitos Thl7.
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9. Resumen de Resu[tados

En resumen los resultados mss importantes de este seminario de ti

•     Los linfocitosThl7 infiltran el tumor en un modelo murino de Telanoma.

•     Los linfocitos Thl7 presentes en el tumor y en los 6rganos linfoides secundarios

expresan las ectonucleotidasas cD39 y cD73.                              I
)

•     Se  generaron  t.n  vt.fro  linfocitos  Thl7  regulatorios  o  inflaitorios,  los  cuales

difieren  en  la  expresi6n  de  CD39  y  CD73  (alta  o  baja  expresi6n  de  CD39  y

CD73,  respectivamente),  siendo  posible separar a  los  linfocit'os Thl7  mediante

ce// sort/.ng segdn la expresi6n de estas ectonucleotidasas.

•LoslinfocitosThl7regulatorlosyloslinfocitosThl7inflamat¢rlosgenerados/n

v/.fro  no  tienen  propiedades  inmunosupresoras,  si  no  por  e,I  contrario,  tienen

propiedades antitumorales.

•     Luego  de  la  transferencia  adoptiva  a  ratones  con  tumor,

regulatorios mantienen la expresi6n de CD39 y CD73 en el

los  linfocitos Thl7  inflamatorios  aumentan  la expresi6n  de

Iinfocitos  Thl7

r,  mientras que

9 y CD73 en el

tumor.

•     Luego   de   la   transferencia   adoptiva,   los   linfocito§   Thl7   rFgulatorios   y   los

linfocitosThl7lnflamatorlossoncapacesdeadqulrirunfeitipoproductorde

lFN-y en el tumor.
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10. Conclusiones

Contrarioalahip6tesisplanteada,enestetrabajosedemosti6quelaexpresi6n

de  las  ectonucleotidasas   CD39  y  CD73  en   los   linfocitos  Thl7  ri,o   les  confiere  un

fenotipo   inmunosupresor  protumoral.   Por  el   contrario,   demostratos  que  tanto   los

linfocitos Thl7  regulatorio§  como  los  inflamatorios tienen  un  rol  anti,tumoral  y  que  son

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