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Resumen

Los linfocitos T CD8* son células del sistema inmune adaptativo que, una vez
activadas por células presentadoras de antigenos, se diferencian a células citotoxicas
cumpliendo un rol importante en la respuesta inmune antitumoral. Sin embargo, en los
tumores, las células T citotéxicas entran en un estado hipofuncional llamado agotamiento
debido a la exposicion cronica al antigeno. El microambiente tumoral ademas presenta
una gran concentracibn de adenosina, molécula que promueve un entorno
inmunosupresor. Al unirse al receptor A2A (A2AR), la adenosina suprime la actividad
citotdxica y la capacidad de producir citoquinas por parte de las células T CD8",
desconociéndose aun si este nucledsido cumple un papel en la induccién del
agotamiento. Asi, el objetivo de este trabajo es desarrollar un protocolo de activaciéon
cronica in vitro de los linfocitos T CD8 de manera de intentar dilucidar el rol del A2AR en
el establecimiento del agotamiento. Para esto, en primer lugar, se desarrollé un protocolo
de activacion crénica de células T CD8* utilizando beads conjugadas con anticuerpos
anti CD3/CD28 para estimular al receptor del linfocito T en presencia de diferentes
citoquinas. Utilizando este protocolo de activacibn en presencia de un medio
suplementado con IL-7 e IL-15, pudimos obtener células que presentan un fenotipo de
agotamiento pero que mantienen caracteristicas de células troncales. Por el contrario, al
suplementar el medio con IL-2 e IL-12, se obtuvo un mayor porcentaje de células con un
fenotipo de terminalmente agotadas. A continuacién, para evaluar el papel de A2AR en
el establecimiento del agotamiento in vitro, se realizé una aproximacion farmacol6gica
utilizando un antagonista (SCH58621) y un agonista (NECA) del receptor A2A,
obteniendo resultados que sugieren que la sefializacion a través de A2AR reduce el
agotamiento. Finalmente, se utilizaron células T CD8" de ratones knockout condicionales

para A2AR en los cultivos in vitro para evaluar la participacion de A2AR en el
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agotamiento de las células T CD8*. Sin embargo, utilizando esta estrategia no fue posible
encontrar diferencias en el agotamiento en células T CD8* A2ARKO en comparacion con
células T CD8* WT, lo que sugiere que la delecion del A2AR no afecta el establecimiento
del agotamiento de linfocitos T CD8* en las condiciones de diferenciacion in vitro
analizadas en este trabajo. En conclusion, en este trabajo se logré generar un protocolo
de activacion policlonal para la diferenciacion de células T CD8" agotadas in vitro.
Ademas, los resultados indican que el bloqueo farmacoldégico de los receptores de
adenosina mediante la utilizacién del antagonista SCH58261, aumenta la frecuencia de
células agotadas terminalmente diferenciadas, lo cual sugiere que la activacion de los

receptores A2AR reduce el agotamiento terminal in vitro.
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Abstract

CD8* T lymphocytes are cells of the adaptative immune system that once
activated by antigen-presenting cells, differentiate into cytotoxic cells, fulfilling an
essential role in the antitumor immune response. However, cytotoxic T cells enter a
hypofunctional state in tumors called exhaustion due to the chronic exposure to tumor
antigens. The tumor microenvironment also presents a high adenosine concentration, a
molecule known to promote an immunosuppressive environment. By binding to the A2A
receptor (A2AR), adenosine suppresses cytotoxic activity and the ability to produce
cytokines by CD8* T cells, although it is not yet clear whether this nucleoside plays a role
in inducing exhaustion. Thus, this work aims to develop a protocol to chronically activate
CD8" T cells in vitro to elucidate the role of A2AR in establishing the differentiation of
exhausted CD8" T lymphocytes. First, a CD8* T cell chronic activation protocol was
developed using anti-CD3/CD28 conjugated beads to stimulate the T lymphocyte
receptor in the presence of different cytokines. Using this activation protocol in a medium
supplemented with IL-7 and IL-15, we obtained cells that display an exhaustion

phenotype but maintain stem cell characteristics.

On the other hand, when supplementing the medium with IL-2 and IL-12, a higher
percentage of cells with a terminal exhaustion phenotype was obtained. Next, to evaluate
the role of A2AR in the establishment of exhaustion in vitro, a pharmacological approach
was carried out using an antagonist (SCH58621) and an agonist (NECA) of the A2A
receptor, obtaining results that suggest that signaling through A2AR reduces CD8* T cell
exhaustion. Finally, CD8* T cells from A2AR conditional knockout mice were used in in
vitro cultures to further assess the role of A2AR in CD8" T cell exhaustion. However,

using this approach, it was not possible to find differences in the exhaustion of CD8"
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A2ARKO T cells compared to CD8" WT T cells, suggesting that A2AR deletion does not
affect the establishment of CD8" T cell exhaustion under the differentiation conditions
analyzed in this work. In conclusion, in this work, it was possible to generate a polyclonal
activation protocol for the differentiation of exhausted CD8* T cells in vitro. In addition,
the results indicate that pharmacological blockade of adenosine receptors using the
antagonist SCH58261 increases the frequency of differentiated terminally exhausted T

cells, suggesting that A2AR activation reduces terminal exhaustion in vitro.
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3. Introduccioén

3.1 Agotamiento de células T

Cuando el sistema inmune se enfrenta a una infeccion o un estimulo agudo no
persistente, los linfocitos T CD8* se diferencian en una poblacion de células efectoras o
citotoxicas capaces de atacar y eliminar directamente los patdégenos. Estas células se
caracterizan por producir altos niveles moléculas efectoras como IFN-y, TNF, perforina
y granzima B. Los linfocitos T citotdxicos tienen una alta capacidad proliferativa, pero
son células de vida corta, disminuyendo rapidamente su nimero una vez que la infeccion
ha sido eliminada (Kaech & Wherry, 2007). A diferencia de células efectoras de vida
corta, las células de memoria persisten en el tiempo (Williams & Bevan, 2007) y pueden
ser reactivadas rapidamente ante un nuevo encuentro con el patégeno. Las células de
memoria pueden migrar a tejidos linfoides secundarios u otros tejidos, poseen un gran
potencial proliferativo y de sobrevida sin la necesidad de estar presente el antigeno,
representando asi una proteccién inmune por parte de estas células en el tiempo (Lalvani

y col., 1997 & Flynn y col., 1998).

Frente a una estimulacion crénica debido a la presencia persistente en el tiempo
del antigeno, las células T desarrollan un estado llamado agotamiento, caracterizado por
pérdida o disminucién de funciones efectoras por parte de las células T de manera
progresiva en el tiempo de la infeccion (Wherry y col.,, 2003). El agotamiento fue
originalmente estudiado en el contexto de infecciones virales, pero recientemente
también ha sido estudiado en el cancer, donde se ha reportado que los linfocitos T CD8*
infiltrantes presentan una actividad efectora baja ante un tumor en crecimiento (Hellstrém

y col., 1968). En el tumor se han descrito poblaciones heterogéneas de células T con
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diferentes niveles de sobrevida y actividad, pero que no son capaces de eliminar

completamente el tumor (Zajac y col., 1998).

El agotamiento se caracteriza por la reduccion gradual de las capacidades
proliferativas, citotoxicas y de expresion de citoquinas por parte de las células T. De
manera temprana en el establecimiento del agotamiento, se pierde la capacidad de
producir interleuquina 2 (IL-2), importante factor de crecimiento y expansion para células
T activadas (Gaffen & Liu, 2004) y el factor de necrosis tumoral (TNF), involucrado en la
inflamacién sistémica en la respuesta inmune (Gonzéalez-Flores y col., 2014), mientras
que la produccion de interferén-y, un importante activador de macréfagos (Kosmidis y
col., 2018), se pierde de manera mas tardia (Wherry y col., 2003). Cuando la carga
antigénica presente es elevada, esta pérdida gradual de la secrecién de citoquinas se
traduce en una reduccién casi completa de las capacidades citotéxicas y efectoras por
parte de las células, seguida por la muerte o eliminacion de éstas (Moskophidis y col.,
1993). Es importante mencionar que, a pesar de que las células agotadas presentan una
reducida capacidad efectora, éstas siguen manteniendo cierto grado de control sobre el

crecimiento tumoral o replicacion viral (Speiser y col., 2014; Philip & Schietinger, 2019).

Ademés de la disminucion de las funciones efectoras, el establecimiento del
agotamiento va acompafado de la expresion de receptores inhibitorios de superficie, los
cuales determinan el funcionamiento de las células T CD8* (Virgin y col., 2009). Estos
receptores inhibitorios, también llamados puntos de control inmune o inmune-
checkpoints, tienen una funcién en la restriccién del funcionamiento y activacion de las
células T para evitar la sobre activacion de la respuesta inmune, evitando asi una
excesiva inflamacion o incluso el desarrollo de una respuesta autoinmune por parte de

las células citotéxicas (Keir y col., 2007). Entre estos receptores inhibitorios se encuentra
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PD1 (programmed death 1 molecule) o CD279, un inhibidor tanto de la respuesta inmune
innata como de la respuesta adaptativa, gue es expresado en células T, NK, B activadas,
macrofagos, células dendriticas y monocitos, y de manera importante, es altamente
expresado en células T especificas contra tumores (Ahmadzadeh y col., 2009). El
ligando de PD1, PD-L1, puede expresarse en macrofagos, células T y B activadas,
células dendriticas y algunas células epiteliales (Sharpe y col., 2007), pero también en
células tumorales, actuando como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune
(Ohaegbulam y col., 2015). De esta manera, PD1 puede llevar a cabo dos roles opuestos.
Por un lado, limita la activad de la respuesta inmune excesiva o que es ineficiente por
parte de las células, ayudando a mantener la tolerancia y la homeostasis del sistema
inmune, pero por otro lado, puede estar interfiriendo con la respuesta inmune que si es
necesaria, permitiendo la progresion tumoral y el avance de la infeccién o enfermedad

(Salmaninejad y col., 2017).

Aunque caracterizadas por la expresion de PD1, las células agotadas no estan
limitadas a la expresion de este receptor, sino que es posible identificar poblaciones
heterogéneas con distintos grados de agotamiento en funcion de los llamados receptores
inhibitorios que expresen estas poblaciones. Asi, se pueden encontrar poblaciones de
células T terminalmente agotadas, las cuales expresan receptores inhibitorios
adicionales a PD1, entre los que destacan: la inmunoglobulina de células T que contiene
dominio de mucina-3 (TIM3), que juega un rol esencial inhibiendo la respuesta Thly la
expresion de citoquinas como TNF e IFN-y y cuya desregulacion de su expresion ha sido
asociada con enfermedades autoinmunes (Das y col., 2017); el gen de activacién de
linfocitos 3 (LAG-3), un marcador de activacion tanto de células T CD4* como CD8*

(Huard y col., 1994) y que en estudios con animales knockout para LAG-3 se confirmé
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gue cumple un rol regulando la proliferacion de las células T CD8* (Workman y col., 2004;
Grosso y col., 2007); 2B4 (o CD244) el cual es expresado en células NK 'y en células T
CD8* activadas y su expresion es mantenida en células agotadas, donde disminuyen o
incluso previenen la expresion de TNF e IFN-y (Vivier & Anfossi, 2004); y por ultimo
TIGIT, lainmunoglobulina de células T y dominio ITIM, expresada en células NK y células
T CD4*, CD8" y células T reguladoras, un regulador negativo los linfocitos citotoxicos
(Manieriy col., 2017) el cual cumple un rol central limitando la respuesta anti tumoral (Yu
y col., 2008). Ademas de estas proteinas efectoras, estudios recientes han demostrado
gue TOX es un factor de transcripcion fuertemente involucrado en el establecimiento del
agotamiento en células T CD8* (Sekine y col., 2020), donde una expresion mantenida
de TOX induce recombinacion cromosémica y cambios en la transcripcion del RNA,
inhibiendo la diferenciacién a células T efectoras y favoreciendo al estado agotado (Liang

y col., 2021).

3.2 Células precursoras del agotamiento

En los inicios del estudio del agotamiento se creia que todas las células agotadas
presentaban el mismo grado de disfuncién caracterizado por la disminuciéon en la
expresion de citoquinas efectoras, asi como baja de la capacidad proliferativa (Zajac y
col., 1998). Sin embargo, observaciones de que el pool de células agotadas podia
mantenerse por un largo tiempo sin el reclutamiento de novo de células T sugeria que la
mantencion a largo plazo se debia a mecanismos propios de estas células T (Miller y
col., 2005). Es asi que con experimentos de transferencia adoptiva de células se
demostré que una subpoblaciéon de células T agotadas podia sobrevivir por un largo
tiempo y retenian la habilidad de llevar a cabo una respuesta al ser re-estimuladas

(Utzschneider y col., 2013). Estos datos fueron los primeros en sugerir que la respuesta
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por parte de las células T agotadas era mantenida en gran parte por una subpoblacion
de células con caracteristicas de células de memoria, las cuales iban renovando el pool
de células efectoras terminalmente agotadas (Speiser y col., 2014). Es asi como se
describié una poblacion de células T que compartian algunas caracteristicas de células
agotadas, tales como la expresion de PD1, pero que no expresaban otros marcadores
de agotamiento como TIM-3 o 2B4, a diferencia de las células terminalmente agotadas
(Kallies y col., 2019). Otro aspecto importante de esta poblacién de células T agotadas
con caracteristicas de células de memoria, era la expresion del factor de transcripcion
TCF1, el cual no es expresado en las células terminalmente agotadas (Utzschneider y
col., 2016). Experimentos de transferencia adoptiva mostraron que las células agotadas
TCF1* podian repoblar y mantener una respuesta en el caso de infecciones crénicas o
tumores, mientras que las células agotadas TCF1 no eran capaces de mantener esta
respuesta ni repoblar el pool de células T agotadas (Miller y col., 2019). Lo que es mas,
la descendencia de estas células T agotadas TCF1* consistia de células T con
caracteristicas de memoria y de células terminalmente agotadas indicando no solo la
capacidad de auto renovacion de estas células, sino que sirven de precursoras para las
células agotadas (Utzschneider y col., 2016). Es asi como nace el concepto de esta
poblacion de células T agotadas que co-expresan PD1 y TCF1, capaces de auto
renovacion y de dar origen a células T agotadas. Kallies y col., (2019) proponen la
nomenclatura de células T precursoras de células T agotadas, o Tpex, distinguiéndolas

de las células T terminalmente agotadas, o Tex.

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un protocolo adaptado de Zhao y col.
para generar células T CD8* con un fenotipo agotado a partir de células T de ratones

OT-I, cuyo receptor de células T (TCR) tiene especificidad para el péptido SIINFEKL de
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la ovoalbumina. Sin embargo, este protocolo, que esté restringido a un TCR en particular,
no permite el estudio del agotamiento en poblaciones de células T cuyos TCR son

diferentes de las células OT-I.

3.3 Laadenosinay su rol en el agotamiento

En el medio extracelular, el ATP y la adenosina pueden actuar como moléculas
mensajeras que terminan modificando de manera positiva 0 negativa la respuesta
inmune. La concentracion de ATP puede elevarse en el medio extracelular producto de
la liberacion de éste por parte de células dafiadas, como respuesta al estrés o liberado
por células del sistema inmune una vez que son activadas (Schenk y col., 2008). EI ATP
extracelular actia como una fuerte sefial de reclutamiento de fagocitos (Elliott y col.,
2009) a la vez que induce la respuesta inflamatoria, la activacién del inflamosoma y
liberacion de citoquinas inflamatorias (Trautmann, 2009), cumpliendo asi una funcién
inmunoestimulante. Sin embargo, una vez que se acumula en el medio extracelular, el
ATP es rapidamente hidrolizado por la accién en conjunto de las ectonucleotidasas CD39
y CD73. El primer paso de esta hidrdlisis es catalizado por CD39, que convierte el ATP
a ADP y AMP (Robson y col., 2006) y en el segundo paso participa CD73, catalizando la
hidrélisis del AMP a adenosina (Regateiro y col., 2012). Se ha demostrado que la
adenosina extracelular actuaria como molécula sefalizadora de un excesivo dafio, con
efectos principalmente antinflamatorios, inhibiendo la respuesta inmune a modo de

prevenir un dafio mayor en los tejidos (Sitkovsky y col., 2004).

La sefializacién por adenosina estd mediada por 4 receptores acoplados a
proteinas G: A1, A2A, A2B y A3. Este Seminario de Titulo se centrara en el receptor A2A
(A2AR), el principal receptor de adenosina expresado por las células T e inducido por la

activacion de éstas (Antonioli y col., 2013). La estimulacién del receptor A2A ha sido

19



reportado como mediador en la supresién de células T, células dendriticas, neutrdfilos y
macrofagos (Stagg & Smyth, 2010), asi como inhibidor de la expansion de las células T
y de la citotoxicidad de éstas (Ohta y col., 2009). Se ha propuesto que la adenosina
generada en el microambiente tumoral es uno de los factores que contribuyen al escape
tumoral de la respuesta inmune, lo que puede ocurrir por inhibicion de la activacion y
citotoxicidad de las células T, disminucion de la actividad de las células T y NK, entre

otros factores (Ohta y col., 2006; Ohta y col., 2009).

Al unirse la adenosina extracelular a su receptor A2A, se induce la via de
sefalizacién del cAMP en las células T CD8* provocando la activacion de la proteina
quinasa A (PKA). Esta quinasa a su vez interfiere con la actividad de proteinas
involucradas en activacion y proliferacion de las células T, regulando de manera negativa
la via AKT. De esta manera, la adenosina inhibe la producciéon de citoquinas pro-
inflamatorias como TNF, IL-6 0 IL-17, a la vez que promueve la expresion de citoquinas
antiinflamatorias como la IL-10 (Bono y col., 2015; Linnemann y col., 2009). De la misma
forma, en nuestro laboratorio hemos reportado que el uso de antagonistas para bloquear
el receptor A2A reduce la expresion de tcf-7 (que codifica a TCF-1) en linfocitos T CD8*
(Flores-Santibanez et al., Immunology, 2015). Por tanto, estos datos sugieren que la
adenosina, que se encuentra en altas concentraciones en el microambiente tumoral,
podria no solo estar reduciendo la capacidad efectora de las células T CD8* sino que

ademas promoviendo la troncalidad de éstas.

De acuerdo con estos antecedentes, nace la hipoOtesis de este trabajo: La
adenosina, a través de su receptor A2A, promueve la diferenciacion de las células
T CD8* precursoras de las células agotadas (Tpex) al restringir la diferenciacion

hacia estadios terminalmente agotados (Tex) en condiciones de estimulacion
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cronicain vitro. Es asi como el objetivo general de este trabajo de titulo es desarrollar
un protocolo de estimulacion crénica de linfocitos T CD8* policlonales para determinar el

papel del A2AR en la induccion del agotamiento.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

- 1. Estandarizar un protocolo de estimulacion crénica in vitro de células T CD8*
policlonales.
- 2. Estudiar el papel del receptor A2A en la induccion del agotamiento in vitro en

linfocitos T CD8*.
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4. Materiales y métodos

4.1 Animales

Se utilizaron ratones silvestres de la cepa (C57BL/6), ratones OT-Il y ratones
knockout condicionales para A2AR (A2AR fl/fl x CD8Cre"), de ahora en adelante
A2ARKO. Los ratones OT-I poseen linfocitos T CD8* que expresan un TCR transgénico
compuesto por cadenas Vo2 y VB5 con el que reconocen el péptido SIINFEKL de la
ovoalblmina en el contexto de la molécula H-2KP (Hogquist y col., 1994). Los ratones
knockout condicionales para A2AR se generaron a partir de cruzas de ratones floxeados
homocigotos para el exén 2 del gen adora (adora2a) con ratones CD8Cre, ambos
obtenidos de The Jackson Laboratory. La decendencia, heterocigotos para adora2a y
CD8cre se cruzan con ratones homocigotos adora2a, para obtener ratones homocigotos
para adora2a y heterocigotos para CD8cre. Los ratones se mantuvieron en el bioterio de
la Fundacién Ciencia & Vida con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, temperatura 21-
23°C, con agua y alimento ad libitum. En los experimentos se usaron ratones machos y
hembras de entre 6 y 16 semanas de edad. Toda manipulacion de animales se llevé a
cabo siguiendo las regulaciones institucionales de la Fundacién Ciencia & Vida y de la

Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, certificado N°: 22564 — FCS — UCH.

4.2 Enriquecimiento de células T CD8*

Las células T CD8" se enriquecieron a partir de bazo de ratones silvestres
C57BL/6 (WT), OT-l 0 A2ARKO. Los bazos extraidos del animal fueron perfundidos con
10 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS). Las
células fueron posteriormente centrifugadas a 600 g por 7 minutos a 4°C y resuspendidas
en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos (RBC, Biolegend) e incubadas por 5 minutos

en hielo. Luego, se llevaron a 10 mL con medio RPMI + 10% FBS y se centrifugaron a
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600 g por 7 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en 10 mL de medio RPMI +
10% FBS y se tomo una alicuota para conteo por hematocitbmetro (cAmara de Neubauer
con tincién de azul de tripan). A continuacion, las células T CD8* se enriquecieron con
nanobeads utilizando el kit MojoSort™ Mouse CD8 T Cell Isolation Kit (Biolegend, REF
480007). Para esto, 100 millones de células de la suspension preparada anteriormente
se centrifugaron a 600 g durante 5 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en
buffer MACS (Verseno + 2% FBS, 1 mL por cada 100x10° células) y se incubé durante
15 minutos a 4°C con un mix de anticuerpos acoplados a biotina en una proporcién de
15 pL de anticuerpos cada 100x10° células. Posterior a la incubacién con anticuerpos,
la suspension celular se incubd por 15 minutos a 4°C con perlas magnéticas de
estreptavidina en una proporcion de 15 pL cada 100x10° células. Al terminar la
incubacion, las células se lavaron con 2,5 mL de buffer MACS vy llevadas al separador
magnético (Dynal MPC™-1, |Invitrogen) para retener la fraccion marcada
magnéticamente. Se recuperd la fraccion negativa, la cual contiene las células T CD8" y
se lavé con 3 mL de buffer MACS la fraccion positiva, para terminar de recuperar las
células T CD8". Las células se centrifugaron a 600 g por 5 minutos a 4°C y resuspendidas
en 10 mL de medio RPMI + 10% FBS para ser contadas mediante la camara de
Neubauer y tincién con azul de tripan. El porcentaje de células T CD8* fue posteriormente
evaluado por citometria de flujo mediante la expresion de los marcadores CD3 y CDS8,

siendo el porcentaje de células T CD8* obtenidas mediante MojoSort entre 60-70%.

4.3 Cultivo celular
Para el cultivo celular se aislaron células T CD8* desde bazo de ratones C57BL/6,
de ratones OT-I o ratones knockout condicionales para el receptor A2AR en células T

CD8" segun el experimento. Las células T CD8* se cultivaron en placas de 96 pocillos a
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una concentracion de 100.000 células en 200uL de medio RPMI 1640 que contenia 2mM
L-Glutamina, 10% FBS, 100 U/mL penicilina; 1% de aminoacidos no esenciales, HEPES
(10mM), piruvato de sodio (1mM), beta mercaptoetanol (56uM). Los medios se
suplementaron con las citoquinas IL-7 e IL-15 a 5 ng/ml, o con IL-2 e IL-12 a 10 ng/ml
dependiendo del experimento. Para la induccibn del agotamiento se generaron
condiciones con estimulacion repetida con beads anti CD3/CD28 o péptido SIINFEKL
(10ng/ml). Ademdas se incluyé como control la estimulacién Unica con beads o péptido
SIINFEKL al inicio del cultivo para simular la estimulacién aguda. Las células se
cultivaron por 6 dias en un incubador a 37°C y 5% CO.. En algunos casos se les cambi6
el medio a las células al dia 2 y 5 del cultivo, para lo cual las células se lavaron y
posteriormente se recultivaron manteniendo la cantidad de pozos por condicion y re-

estimulando con péptido o con beads, segun la condicion.

Para la estimulacion cronica con beads, las células en cultivo se estimularon cada
48 horas con Dynabeads® anti CD3/CD28 (REF 11456D y 114.11) utilizando 2 uL de
Dynabeads® por cada 100.000 células segun indicaciones del fabricante. Previo a su
uso, las Dynabeads® se lavaron en 1 ml de buffer Verseno + 0,1% BSA. Para esto, las
beads junto con el buffer se dejaron 1 minuto en un magneto para tubos de citometria y
se retir6 el sobrenadante. Para el cambio de medio o al finalizar el cultivo, las
Dynabeads® se retiraron del medio. Para esto, los pozos que corresponden a una misma
condicion se juntaron en un tubo de citometria, el cual se dejo 2 minutos en el magneto,
guedando las Dynabeads® en las paredes del tubo, y se utiliz el sobrenadante. Para la
estimulacion aguda con beads, posterior al primer cambio de medio (al segundo dia de

cultivo) las beads son retiradas y las células recultivadas sin beads.
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Para la estimulacion cronica con el péptido SIINFEKL las células se cultivaron
(100.000 células por pozo) y fueron estimuladas cada 24 horas con el péptido a una
concentracion de 10 ng/ml en el medio de cultivo. A los dias 2 y 5, las células se re
estimularon posterior al cambio de medio de cultivo. Para la estimulacion aguda con el
péptido las células se estimularon con 10 ng/ml de péptido solo al inicio de cultivo..
Similar a la condicion con beads, para cambiar de medio a los dias 2 y 5, y al final del
experimento, los pozos correspondientes se juntan en un mismo tubo y se procede con

el protocolo de marcaje.

Para la inhibicion farmacoldgica del A2AR, a los cultivos de estimulaciéon crénica
se les agreg6 al primer dia el antagonista del receptor A2A SCH58261 (Sigma-Aldrich)
a una concentracion final de 0,1uM y 1uM, mientras que para la estimulacién de los
receptores de adenosina se utilizé el agonista NECA (Sigma-Aldrich) a 1uM y 10uM,
utiizando ambos compuestos el dimetilsulféxido (DMSO) como vehiculo. Estos

compuestos son suplementados nuevamente en cada cambio de medio.

4.4 Anticuerpos

Se utilizaron los anticuerpos contra las siguientes moléculas: 2B4 (Biolegend,
clon m2B4, dilucién 1/400), A2AR (NovusBio, clon 7F6-G5-A2, diluciéon 1/200), CD127
(Biolegend, A7R34, dilucién 1/200), CD25 (Biolegend, dilucion 1/200; BD Pharmingen,
dilucién 1/400, clon PC61), CD3 (Biolegend, clon 17A2 diluciéon 1/400 (FITC) y 1/100
(BV711)), CD39 (BD Bioscience, clon Y23-1185, dilucién 1/400), CD44 (Biolegend, clon
IM7, dilucion 1/100 y IM8, dilucién 1/800), CD62L (Biolegend, dilucion 1/2000,
eBioscience, dilucion 1/400, clon MEL-14), CD69 (Biolegend, clon H1.2F3, dilucién
1/100), CD73 (Biolegend, clon TY11.8, dilucién 1/100), CD8 (Biolegend, clon 53-6.7,

dilucién 1/400), KI67 (Biolegend, clon 11F6, dilucion 1/400), KLRG1 (Biolegend, clon
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2F1/KLRG1, dilucion 1/800), LAG3 (Biolegend, clon C9B7W, dilucion 1/200), Ly108
(Biolegend, clon 330-AJ, dilucién 1/200), PD1 (Biolegend, clon RMP1-30, dilucién 1/400
y 29F.1A12, dilucién 1/800), PDL1 (Biolegend, clon 10F.9G2, dilucién 1/400), TCF1 (Cell
signaling, clon C63D9, dilucion 1/200), TIGIT (Biolegend, clon VSIG9, dilucion 1/100),
TIM 3 (Biolegend, clon RMT3-23, dilucion 1/100 (PECy7) y 1/200 (BV785)), TOX (Miltenyi,

clon REA473, dilucién 1/100) y Viability Dye (eBiosciencelinvitrogen, dilucion 1/1000).

4.5 Citometria de flujo

Para analizar las poblaciones celulares por medio de citometria de flujo se utilizo
el citbmetro BD FACSCanto Il. Para la separacién de poblaciones celulares se utilizo el
cell sorter BD FACSArialll, utilizando anticuerpos monoclonales especificos para
antigenos de interés, tanto de superficie como intracelulares, descritos en la seccién
anterior. Para la tincién de superficie las células se incubaron durante 20 minutos a 4°C
en oscuridad con un mix de los anticuerpos conjugados con distintos fluorocromos. Los
receptores Fc se bloguearon con anticuerpos contra CD16/CD32 (Fc block, Biolegend),
en presencia de un marcador de viabilidad (Viability Dye). Pasado este periodo las
células se lavaron con 1 mL de PBS + 2% FBS, se centrifugaron a 600 g por 5 minutos
a 4°C y se resuspendieron en 300 pyL de buffer de permeabilizacién y fijaciéon
(Cytofix/cytoperm, Invitrogen). Las células se fijaron durante la noche a 4°C, para luego
ser centrifugadas a 700 g por 8 minutos a 4°C y resuspendidas en el mix de anticuerpos
preparado en el buffer de permeabilizacion e incubadas durante la noche a 4°C. Al dia
siguiente las muestras se lavaron con buffer de permeabilizacién por centrifugacion a
700 g por 8 minutos a 4°C y luego resuspendidas en PBS + 2% FBS y analizadas por

citometria de flujo.
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4.7 Genotipificacion ratones A2AR KO

Para la genotipificacion de los ratones A2AR KO se realizaron 3 reacciones de
PCR y andlisis mediante geles de agarosa: el primero para verificar el genotipo
homocigoto para los sitios loxP en el exén 2 del gen para adora, el segundo para
comprobar la presencia de la recombinasa Cre, y finalmente un PCR para comprobacién

de la delecion del exdn 2 del gen adora. Se utilizaron los siguientes sets de partidores:

Tabla I. Genotipificacion de ratones A2AR KO.

Bandas
(bp)
Determinacién del 220 alelo
genotipo para los sitios | Forward 5-GGGCAAGATGGG AGTCATT-3’ | floxeado
loxP en el exdn 2 del | Reverse 5-ATTCTGCATCTCCCGAAACC- | 182 alelo
gen para adora | 3’ WT
(agarosa 3%)

Partidores

Forward transgén
Determinacion de la | 5-CAATGGAAGGAAGTCGTGGT-3’
presencia de la | Forward silvestre

recombinasa  Cre | 5-CACACATGCAAGTCTAAATCAGG-3' | 198
(agarosa 2%) Partidor comun para transgén y silvestre

5-TGGGATTTACAGGGCATACTG-3

Forward 5-GGGCAAGATGGG AGTCATT-3’
Determinacién de la | Reverse 5-ATTCTGCATCTCCCGAAACC-
escision del exén 2 del | 3 306
gen para adora | Partidor R1 (escision)
(agarosa al 3%) 5-CCTCATCATTCCTACCCGCT-3' (Bastia

y col., 2005)

4.6 Anédlisis de datos

Posteriormente, los datos de citometria fueron procesados y analizados en el
software FlowJO. Para el andlisis estadistico se utiliz6 el software GraphPad Prism v
9.1.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Los datos entre los ratones controles y los
del grupo de interés (A2AR KO o estimulados con beads) fueron analizados mediante

un t-test no pareado tras verificacion de distribucién gaussiana o normal mediante la
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prueba de Shapiro-Wilk. De no seguir una distribucion normal, se uso el t-test no
paramétrico de Mann-Whitney de dos colas. Los analisis se realizaron con un intervalo

de confianza de 95%.
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5. Resultados

5.1 Estandarizacién del protocolo de cultivo de células T CD8" murinas incubadas
con beads anti CD3/CD28

Con el propdésito de evaluar el potencial de induccién de agotamiento con las
beads anti CD3/CD28 en células T CD8" murinas, se adapté el protocolo de cultivo
desarrollado en el laboratorio para el agotamiento de células T CD8*. Para esto, a partir
del bazo de animales C57BL/6 WT, se obtuvieron células T CD8" mediante aislamiento
inmunomagnético (MojoSort) siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas
modificaciones (ver Materiales y Métodos. seccién 4.2). Mediante citometria de flujo se
analizo el porcentaje y pureza de la poblacion de células T CD8" aisladas utilizando los
marcadores de superficie CD3 y CD8, como se muestra en la figura 1A. Los porcentajes

de células T CD8" representan entre 60% a 70%.

A continuacioén, con base en la literatura y antecedentes del laboratorio, se evalué
la combinacion 6ptima de compuestos para mantener las células en las mejores
condiciones durante el cultivo de induccion de agotamiento (ver detalles en Materiales y
Métodos, seccion 4.3). Para el cultivo celular a ser estimuladas con las beads se
probaron dos combinaciones de citoquinas: IL-7/IL-15, ambas a 5 ng/ml, segun el
protocolo ya presente en el laboratorio y otra condicion donde el medio de cultivo fue
suplementado con las citoquinas IL-2/IL-12, ambas a 10 ng/ml. Esto Gltimo, con el fin de
estudiar si el uso de estas citoquinas facilita la diferenciacion del cultivo celular a un
fenotipo terminalmente agotado. Es importante mencionar que estos cultivos se

realizaron en placas de cultivo de 96 pozos fondo redondo.
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Figura 1. Estrategia de cultivo de células T CD8* para la diferenciacion a células
agotadas. Células T CD8" enriquecidas mediante Mojosort a partir de esplenocitos
extraidos de bazo de ratones C57BL/6. (A) Estrategia de seleccién de células T CD8*
mediante citometria de flujo con el uso del software FlowJO, identificando las células T
CD8* como las positivas para los marcadores CD3 y CD8. (B) Protocolo de induccién de
agotamiento de células T CD8* incubadas con beads anti CD3/CD28. Esquema
realizado con BioRender.com

Posteriormente, se determind el numero 6ptimo de estimulaciones (crénicas)
teniendo presente dos aspectos: que el protocolo no fuera mucho mayor en duracién al
ya existente (5 dias) y que las estimulaciones fueran, segun el manual de uso de las

beads, cada 48 horas. Asi se determind que las re-estimulaciones con las beads y el
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cambio de medio se harian los dias 2 y 5 de cultivo, terminando este el dia 6, como se
esquematiza en la figura 1B. Como control, siempre se realiz6 en paralelo un cultivo
donde las células se estimularon tan solo una vez, de manera de replicar las condiciones
de estimulacion aguda. Durante el cultivo las células permanecian en cadmara de CO, y

37°C y eran observadas a diario bajo microscopio.

5.2 Analisis de expresion de marcadores de agotamiento con IL-7/IL-15

Luego de determinar las condiciones Optimas para la sobrevida de las células
durante el protocolo de agotamiento con beads, se compard la expresion de los
marcadores de agotamiento PD1 y TIM3 en células obtenidas usando el protocolo de
diferenciacion de agotamiento de células OT-I con el péptido SIINFEKL desarrollado
previamente en el laboratorio. En la figura 2A se muestra un resultado representativo de
citometria de flujo, donde es posible evidenciar un aumento en la intensidad media de
fluorescencia (o expresion) de PD1 y TIM3 en la condicién de estimulacién crénica con
IL-7/IL-15 con respecto a la estimulacién aguda. Asimismo, en las condiciones de
estimulacion crénica con IL-7/IL-15, se pueden distinguir dos poblaciones de células
agotadas, una poblacién con caracteristicas de células terminalmente agotadas o Tex
(PD1*TIM3*, de ahora en adelante: Tex) y otra con caracteristicas de células agotadas
troncales o Tpex (PD1*TIM3:, de ahora en adelante: Tpex). Al comparar los resultados
de la estimulacion crénica con beads y con el péptido (IL-7/IL-15), se observa en general
porcentajes mayores de células terminalmente agotadas o Tex con las beads que con el
péptido (figura 2C), mientras que la poblacion Tpex obtenida luego de la estimulacion
con las beads presenta una menor expresion de PD1 al ser comparadas con las células
estimuladas con péptido, resultando también en una menor frecuencia de éstas.

Respecto a la sobrevida de las células, en la figura 2B es posible notar un mayor
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porcentaje de células totales vivas posterior al cultivo cuando estas son estimuladas con

beads, en comparacion a cuando se utiliza el péptido como estimulo.

100

80

60

40

20

IL-7 /IL-15
N Aguda Cronica
105 o PD1+ TIM3- PD1+ TIM3+ 105 = PD1+ TIM3- PD1+ TIM3+
1.65 0.23 3 7.95 48.4
|0‘ - o, - -
E %Células vivas
B
0.0656
IOJ -
E 60
1]
3 50-
10?4 40
bl I T LAAMAR . . B T ™Y T
w0t 10 e 10° ot 10° 30-
\o® o PD1+ TIM3- PD1+ TIM3+ ms_: PD1+ TIM3- PD1+ TIM3+ 204
3 18.6 268 3 646 9.88
| ES
0
Beads Péptido
o 3
T 5' LAAALAMR | RARLLA | L IR L |
l2r|M3 .10° 0 10° 10t 10° _
D
[} - o,
/oPD1+i'!'1M3 %PD1+ TIM?: MFI PD1 MEI TIM3
| 0,0685 ! wk s * . wk
100 L) 1 00| T 1 10000 L) L] 1
80 6000 8000
60 6000 i
4000
40 4000
204 2000 2000 ; x
4 1o . Lo L o
1 L 1 L ] L 1 L L ] L ] L 1
Beads Péptido Beads Péptido Beads Péptido Beads Peptido
= Aguda
mm Cronica

Figura 2. Analisis de los marcadores PD1 y TIM3 en cultivos de agotamiento con
IL-7/IL-15. Células T CD8* de ratones OT-I fueron enriquecidas mediante Mojosort a
partir de esplenocitos extraidos de bazo, luego sometidas al protocolo de agotamiento
con beads y péptido SIINFEKL como control. (A) Citometria de flujo representativa de
las poblaciones Tpex y Tex luego de estimulaciones agudas o cronicas con el medio
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enriguecido con IL-7/IL-15. (B) Analisis estadistico utilizando T test no pareado para el
porcentaje de células vivas totales posterior al cultivo. (C) Analisis estadistico utilizando
T test no pareado de los porcentajes de poblaciones Tpex y Tex para los ensayos
realizados in vitro y (D) Intensidad media de fluorescencia para PD1y TIM3. Beads n=4,
péptido OT-I n=3. *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,005; ***: p-value < 0,0005).

5.3 Andlisis de expresién de marcadores de agotamiento con IL-2 e IL-12

En el caso de las células cultivadas en medio suplementado con IL-2/IL-12,
estimuladas con beads o péptido OT-I, se observan células principalmente con fenotipo
terminalmente agotado (Tex) incluso cuando las células son estimuladas en forma aguda,
como se muestra en la figura 3A. Es importante destacar ademas, que tanto con beads
como con el péptido, cuando el medio de cultivo se hace en presencia de IL-2/IL-12, las
células Tpex aparecen con la estimulacion aguda, pero cuando se hacen estimulaciones
repetidas, la poblacién Tpex desaparece y da lugar a células TIM3* (figura 3A, 3C). Estos
datos en conjunto sugieren que las citoquinas IL-7/IL-15 favorecen la diferenciacion de
células CD8" a Tpex, mientras que las citoquinas IL-2/IL-12 favorecen estadios de
diferenciacion mas terminales como son los Tex. Es importante mencionar que, como se
observa en la figura 3B, la sobrevida de las células con IL-2/IL-12 cuando se utiliza el
péptido como estimulo es muy baja (1%) en comparacion a cuando el medio es

suplementado con IL-7/IL-15 (10%), como se muestra en la figura 2B.

Los resultados utilizando el medio con IL-2/IL-12, indican que PD1 no presenta
mayores cambios en su intensidad media de fluorescencia para el caso de la activacion
con beads entre la estimulacion aguda y crénica pero si en el caso de la estimulacién
con el péptido (Figura 3D). Pese a que no hay diferencias significativas entre
estimulacion aguda y crénica dentro de la condicion de activacion con péptido, si hay

diferencias significativas al comparar la estimulacion crénica con beads y péptido (Figura
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3D). Para el caso de TIM3 se obtiene una diferencia significativa entre estimulacion
aguda y croénica con las beads, observando un comportamiento similar para el caso de

las células estimuladas con péptido, aunque no presenten diferencias significativas.

De acuerdo con estos resultados, es posible inducir la diferenciacion de células
Tex terminalmente agotadas y Tpex en cultivo in vitro utilizando las beads anti CD3/CD28
segun el protocolo desarrollado. Ademas, la frecuencia de cada una de estas
poblaciones depende de las citoquinas que se utilizan en su diferenciacién (IL-7/IL-15 vs

IL-2/1L-12).
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Figura 3. Andlisis de marcadores PD1 y TIM3 en cultivos de agotamiento con IL-
2/IL-12. . Células T CD8" de ratones OT-I fueron enriquecidas mediante Mojosort a partir
de esplenocitos extraidos de bazo, luego sometidas al protocolo de agotamiento con
beads y péptido SIINFEKL como control. (A) Citometria de flujo representativa de las
poblaciones Tpex y Tex luego de estimulaciones agudas o crénicas con el medio
enriquecido con IL-2/IL-12. (B) Analisis estadistico utilizando T test no pareado para el
porcentaje de células vivas totales posterior al cultivo. Andlisis estadistico utilizando T
test no pareado de (C) los porcentajes de poblaciones Tpex y Tex para los ensayos in
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vitro realizados y (D) Intensidad media de fluorescencia para PD1 y TIM3. Beads n=4,
péptido OT-I n=3. *: p-value < 0,05; **: p-value < 0,005; ***: p-value < 0,0005).

5.4 Andlisis de expresién de marcadores de activacion

Los datos de la figura 3 sugieren que los resultados de la estimulacion con el
péptido y con las beads en presencia de IL-2/IL-12 son diferentes, por lo tanto,
analizamos adicionalmente la expresion de los marcadores de activacion CD25 y CD69
con el fin de evaluar diferencias en la activacion de estas células de acuerdo con el

estimulo y medio utilizado.

En la figura 4A-B, se puede observar que en general en la condicion de activaciéon
cronica se obtiene una mayor expresion de los marcadores de activacion CD69 y CD25

que en la condicién de activacion aguda, utilizando las diferentes mezclas de citoquinas.

La figura 4B muestra diferencias en la intensidad media de fluorescencia de CD25
y el porcentaje de células CD69* segun el estimulo y frecuencia de éste. Para el medio
con IL-7/IL-15, tanto en las condiciones con péptido como con beads se aprecia un
aumento en la expresion de ambos marcadores, destacando que las células estimuladas
con beads son las que presentan un aumento significativo en la expresién tanto de CD69
como de CD25 cuando estan bajo estimulaciones repetidas mientras que en el caso del
péptido las diferencias no fueron significativas. Respecto de las células estimuladas con
IL-2/IL-12, para CD69 no se aprecian diferencias significativas en ninguno de los casos,
mientras que CD25 presenta un aumento significativo en el caso de las beads con
estimulaciones repetidas. En conjunto, estos resultados confirman que; 1) la
estimulacion crénica induce un mayor nivel de activacion que la estimulacion aguda; 2)

gue la adicion de IL-2/IL-12 en los cultivos induce una mayor activacion que la adicién
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de IL-7/IL-15 y 3) que la estimulacion cronica con beads induce un mayor nivel de

activacion que la estimulacion con péptido.
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Figura 4. Analisis de marcadores de activacion CD25 y CD69 en cultivos de
agotamiento. Células T CD8* de ratones OT-| fueron enriquecidas mediante Mojosort a
partir de esplenocitos extraidos de bazo, luego sometidas al protocolo de agotamiento
con beads y péptido SIINFEKL como control. (A) Resultados de citometria de flujo
representativos de los porcentajes de poblaciones que expresan CD69 y CD25 luego de
estimulaciones unicas o repetidas, con medios suplementados con IL-7/IL-15 o IL-2/IL-
12. Andlisis estadistico utilizando T test no pareado de (B) expresién de CD25 y CD69
para las células en medio con IL-7/1L/15y (C) expresion de CD25 y CD69 para las células
en medio con IL-2/IL12. Beads n=4, péptido OT-l n=2 y n=3 (estimulacion aguda, B); *:
p-value < 0,05; **: p-value < 0,005).
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5.5 Activacion e inhibicién farmacolégica del A2AR

A continuacién, se evalué el rol del A2AR en el agotamiento utilizando una
estrategia de activacion o inhibicion farmacolégica del receptor. Para esto, se realizaron
cultivos de agotamiento in vitro con IL-7/IL-15 y péptido en presencia del antagonista
competitivo y selectivo de A2AR, SCH58261, y del agonista de alta afinidad de los
receptores de adenosina, NECA. Se trabajé con este protocolo como primer
acercamiento a la evaluacion del rol del A2AR debido a que la progenie A2AR KO no
estaba aun disponible para su uso. Asi, es posible notar en la figura 5A que en las
condiciones con SCH58261, luego de estimulaciones repetidas, se observa un mayor
porcentaje de células agotadas respecto del control con DMSO al ocupar la menor

concentracion de SCH58261.

En la figura 5C es posible notar una menor expresién de CD73 en los cultivos con
SCH58261 con la menor concentracion respecto del control con DMSO. Estos datos
concuerdan con lo reportado en la literatura, donde se indica que la sefializacion
adenosinérgica favorece la expresion de CD73 (Antonioli y col., 2013), y se observa que,

al inhibir la sefializacion, hay una menor expresion de éste.

En el resto de los parametros analizados en las figuras 5A-C, es decir, en los
ensayos con NECA para los distintos marcadores o en cuanto a la frecuencia de las
células Tpex en estos experimentos, no se observan diferencias significativas al

comparar las condiciones con su control.

En conjunto, los resultados de estos experimentos sugieren que al inhibir el A2AR
haciendo uso del antagonista SCH58261, se promueve el establecimiento del
agotamiento, mientras que al estimular el receptor con NECA, no se observan diferencias

significativas en el agotamiento de los linfocitos.

38



A
%PD1+ TIM3-
20 : :
g
. . . t
50 5 5
a0
oL . :
MFI PD1
800 - _
600 é ?
400 é IQ: :I: _
200 : f ‘%5’ :I:
0 H B
B MFI TCF1
800 -
600
400
200 ‘Zh :
0
C MFI CD39
250 - - T
200 ' '
150 ? ?
100+ : B
50 : ;
0 H H

%PD1+ TIM3+

*

| —

50

40

o

STl

¥

MFI TIM3
800
400
200 8 *
0
MFI TOX
500 : :
400 é é
300—3 : H :
200-] : :
100- ;
0 :
MFICD73
*
30005—" : 1
2000

o

o

0000

DMSO
SCH 0.1
SCH 1
NECA 1
NECA 10

Figura 5. Marcadores de agotamiento para cultivos con inhibicién o activacion
farmacolégica de A2AR. Células T CD8* de ratones OT-I bajo estimulacién repetida
con péptido en presencia de IL-7/IL-15 expuestas a concentraciones distintas de
SCH58261 y NECA. (A) Porcentajes de Tpex y Tex, intensidad media de fluorescencia
de PD1y TIM3. (B) Intensidad media de fluorescencia para TCF1y TOX. (C) Intensidad
media de fluorescencia para CD39 y CD73 (n=4 a 5). T-test no pareado; *: p-value <

0,05).
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5.6 Agotamiento en ratones knockout condicionales para A2AR (A2ARKO)

Una vez se determin6 que era posible inducir la expresion de PD1 y TIM3 en
células estimuladas con beads anti CD3/CD28 en células T CD8* murinas, induciendo
asi el fenotipo de agotamiento, se procedi6 a aplicar el protocolo de agotamiento in vitro
en células CD8* de ratones knockout condicionales para A2AR (A2AR fl/fl x CD8Cre",
de ahora en adelante, A2ARKO) y ratones A2AR fl/fl CD8Cre- como controles, en
adelante ratones WT. La figura 6 muestra los resultados del PCR que confirman la

delecion del axén 2 del gen adora2a en las células T CD8* (banda de 306 bp).

En la figura 7A es posible observar los porcentajes de células agotadas tanto
para los ratones A2ARKO como los ratones WT, estimuladas con beads anti CD3/CD28,
con ambos medios utilizados. Para los medios con IL-7/IL-15 o bien IL-2/IL-12 es posible
notar que las células WT y A2ARKO luego de ser expuestas al estimulo agudo presentan
frecuencias similares de células Tpex y Tex. De igual manera, al observar la intensidad
media de fluorescencia en la figura 5B tanto para PD1 como TIM3, no existen diferencias
notables entre células WT o A2ARKO en ambas condiciones. Es importante mencionar
que en estos cultivos donde las beads son usadas como estimulo en ratones A2AR KO
(TCR WT), es posible observar mayor frecuencia de células Tpex tras el protocolo, a
diferencia de los resultados mostrados previamente en ratones OT-l (Figuras 2 y 3),
indicando una posible diferencia en la activacion mediante beads entre células T CD8*

OT-l y aquellas activadas policlonalmente (WT).
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B Combrobacion transgénico cre 220 bp

198 bp

Figura 6. Genotipificacién de los ratones A2ARKO. Verificacion del genotipo de los
ratones A2ARKO por PCR. (A) Gel de comprobacion de la presencia de los sitios loxP.
La banda de 220 bp indica el alelo floxeado. Las muestras que solo presentan la banda
de 220 bp corresponden a ratones homocigotos para adora2 floxeado. (B) Gel de
comprobacion de presencia de recombinasa Cre. La banda de 198 bp indica la expresion
del transgénico Cre. (C) Gel de comprobacion de delecion del exén 2 del gen adora. La
banda de 306 bp es el resultado de la amplificacion de la region resultante al escindirse
el exon 2.
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Figura 7. Marcadores PD1y TIM3 en cultivos de agotamiento utilizando células WT
y A2ARKO. Células T CD8" de ratones y A2ARKO fueron enriquecidas mediante
Mojosort a partir de esplenocitos extraidos de bazo, luego sometidas al protocolo de
agotamiento con beads, utilizando células T CD8" de ratones WT como control. (A)
Resultados de citometria de flujo representativos de las frecuencias de células Tpex y
Tex comparando los medios enriquecidos con IL-7/IL-15 o IL-2/IL-12. Analisis estadistico
utilizando T test no pareado de (B) frecuencia de poblaciones Tpex y Tex, asi como
expresion de PD1 y TIM3 en células con medio enriquecido con IL-7/IL-15 y (C)
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frecuencia de poblaciones Tpex y Tex, asi como expresion de PD1 y TIM3 en células
con medio enriquecido con IL-2/IL-12 (n=2).

Ademas de la expresion de los marcadores de agotamiento PD1 y TIM3, también
se analiz6 la expresion de los factores de transcripcion TCF1 y TOX como marcadores
de troncalidad y agotamiento en las células T CD8" de ratones WT y A2ARKO. En la
figura 8B y 8C se muestran los resultados para la expresion de TCF1 y TOX utilizando
los medios con las diferentes citoquinas. De ellos se destaca que es posible apreciar la
disminucién en la expresion de TCF1 en el medio con IL-7/IL-15 y estimulacion crénica
tanto para células WT y A2ARKO en comparacion con la estimulacion aguda. De manera
complementaria, se observé un aumento del porcentaje de células TOX* en la condicién
de estimulacién crénica en comparacion con la estimulaciéon aguda. Esto confirma que
la estimulacion crénica reduce el porcentaje de células troncales y aumenta el

agotamiento en estos cultivos in vitro.

No se observaron diferencias en el porcentaje de células TOX* o TCF-1* entre

los cultivos generados con células WT y células A2ARKO.

En conjunto, los resultados sugieren con base en la expresion de marcadores de
agotamiento y troncalidad, que es posible inducir el agotamiento tanto en células T CD8*
WT como en las células de ratones knockout condicionales para A2AR, sin presentar,
en las condiciones de experimentacidn aqui descritas, diferencias en el establecimiento

del agotamiento entre ratones WT y knockout condicionales para A2AR.
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Figura 8. Andlisis de factores de transcripcion TCF1y TOX en cultivos de células
agotadas. Células T CD8* de ratones y A2ARKO fueron enriguecidas mediante Mojosort
a partir de esplenocitos extraidos de bazo, luego sometidas al protocolo de agotamiento
con beads, utilizando células T CD8* de ratones WT como control. (A) Histogramas
representativos para la expresion de TCF1 y TOX de células T CD8" posterior al
protocolo de agotamiento. Andlisis estadisticos de (B) la expresion de TCF1 y TOX en

cultivos enriquecidos con IL-7/IL-15 y (C) la expresion de TCF1 y TOX en cultivos
enriquecidos con IL-2/IL-12.
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6. Discusion

En este trabajo se busco dilucidar el rol que el A2AR tiene en el agotamiento de
las células T CD8", para lo cual primero se estandarizd un protocolo de estimulacion
cronica in vitro utilizando beads anti CD3/CD28, para posteriormente analizar el
establecimiento del agotamiento en células T CD8" de ratones knockout condicionales
para A2AR. Utilizando este protocolo, se pudo observar, dependiendo de las
condiciones, la diferenciacion de células que presentan un fenotipo de células agotadas
con caracteristicas troncales (Tpex) y con caracteristicas de diferenciacion terminal (Tex).
Este protocolo de induccidon de agotamiento utilizando un activador policlonal como
beads conjugadas con anticuerpos contra CD3 y CD28 permitirdn estudiar con mayor
profundidad como los receptores de adenosina pueden influir en el agotamiento en
condiciones donde no se dispone de animales que poseen un receptor de linfocitos T
transgénico, como es en el caso de los animales A2AR knockout condicionales

disponibles en el laboratorio.

6.1 Estandarizacion del protocolo de cultivo de células T CD8" murinas incubadas
con beads anti CD3/CD28.

Basado en el protocolo de agotamiento existente en el laboratorio (modificado de
Zhaoy col., 2020), la utilizacién de las citoquinas IL-7/IL-15 en el medio de cultivo permite
mantener la sobrevida de las células T CD8* durante el desarrollo del protocolo,
aumentando asi la fidelidad de los andlisis al permitir tener mayor nimero de células que
analizar por citometria al finalizar el protocolo. Al iniciar el cultivo se obtiene un porcentaje
de células T CD3* CD8" cercano al 70%, donde el 30% restante, que corresponden a
células T CD4+ o NKT, (CD3* CD8, CD3 CD8) tiende a desaparecer los dias

posteriores del cultivo, de manera tal que al dia final del cultivo los porcentajes de células
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T CD8* presentes son de alrededor del 90%. Ademas de la condicién con IL-7/IL-15, fue
incorporada la condicién con IL-2/IL-12 con base en la investigacién de Scharping y col.,
(2021), donde se obtuvieron células T CD8* agotadas en condiciones con distintos
niveles de hipoxia. Otro aspecto determinante para la sobrevida de las células en los
experimentos realizados para este trabajo fue el utilizar las placas de cultivo de 96 pozos
fondo redondo, ya que marco la diferencia en obtener o no células vivas al final del cultivo,
a pesar de tener un porcentaje de sobrevida muy bajo en el caso de la estimulacion con

péptido en medio enriquecido con IL-2/IL-12.

Al analizar los marcadores de agotamiento destacan diferencias en las células
segun el medio utilizado. Asi las células cultivadas con IL-7/IL-15 presentan una clara
diferencia segun si el estimulo es agudo o crénico, apareciendo las células agotadas
solo en estimulacion crénica. Por el contrario, en los cultivos con IL-2/IL-12, aparecen
células con el fenotipo Tpex y Tex con estimulacion aguda, y al pasar a estimulaciones
repetidas tiende a disminuir la poblacién Tpex, obteniendo principalmente células con
fenotipo terminalmente agotado (Tex). Estos resultados respaldan lo reportado en los
trabajos de Kaech y col. (2003) y Schluns y col. (2002) que indican que tanto IL-7 como
IL-15 son importantes participes en la generacién y mantencion de las células T CD8*
de memoria, a la vez que respalda que una estimulacion prolongada con IL-2 o IL-12
puede inducir disfuncionalidad y agotamiento en las células T CD8" (Liu y col., 2021 &

Yang y col., 2012).

Para el desarrollo del protocolo de agotamiento con las beads, los ensayos se
realizaron en ratones OT-l, los cuales ademas fueron usados como control pues el
protocolo de agotamiento existente en el laboratorio se basa en la estimulacion repetida

con el péptido SIINFEKL. Una de las observaciones durante el desarrollo de este
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protocolo con beads fue la alta frecuencia de células PD1" TIM3*, que se obtienen con
las estimulaciones crénicas con beads para todos los ensayos realizados. Esta poblacion
ha sido descrita como células agotadas transitorias tipo efectoras de acuerdo con Dolina
y col. en el 2021, y se han encontrado en pacientes con VIH-1 (Jones y col., 2008). Sin
embargo, al aplicar el protocolo de agotamiento con beads en células T CD8* de ratones
A2ARKO (sin background OT-l), esa poblacion PD1" TIM3* no aparece, y bajo
estimulaciones croénicas, tienen un comportamiento similar a aquellas células OT-I
estimuladas con el péptido SIINFEKL. En la figura suplementaria 1 se muestra una
citometria previa al comienzo de los cultivos, que permite dar cuenta del estado de
diferenciacion de las células T CD8* al momento de empezar los ensayos en base a la
expresion de CD44 y CD62L, mostrando que tanto las células WT como las OT-I entran
en cultivo en condiciones iniciales similares. Otro aspecto que destacar es que las
cadenas Va2 y VB5 del TCR de los ratones OT-I podrian de alguna manera modificar o
impedir la activacion éptima de las células por parte de las beads, dando cuenta de los

resultados observados.

6.2 Inhibicion y activacién farmacoldgica de A2AR.

Una de las dos aproximaciones tomadas en este trabajo para evaluar el rol del
A2AR vy el efecto de la adenosina en el agotamiento fue la farmacol6gica, donde se
trabajé con el inhibidor de A2AR SCH58261 y el agonista de los receptores de adenosina
NECA en cultivos de células OT-I agotadas con el péptido como estimulo, utilizando
concentraciones bajas y altas de los compuestos farmacologicos. De estos resultados
es posible observar una tendencia hacia un fenotipo mas agotado en los cultivos con
SCH58261, evidenciado esto por el mayor porcentaje de células Tex asi como una

mayor expresion de TIM3 y TOX respecto de las células control con el vehiculo DMSO,
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asi como una disminucién en la expresion de CD73 en las células con SCH58261.
Respecto de las células en las cuales se estimulan los receptores de adenosina por
medio de NECA, éstas no presentan diferencias significativas respecto del control. Es
importante mencionar que el agonista NECA no es especifico para A2AR, sino que
estimula todos los receptores de adenosina. Por esto, es importante realizar ensayos
con un farmaco que estimule solo el receptor A2A para poder determinar de manera
correcta su rol en el agotamiento, como lo es el CGS 21680. Es posible ademas que,
dado que el medio con IL-7/IL-15 favorece el establecimiento de las células Tpex, la
estimulacion con NECA no pueda llevar estas células a un estado mas troncal del que
ya estan, dando cuenta de la falta de diferencias significativas. Por lo mismo, se propone
llevar a cabo experimentos donde las células en cultivos con IL-2/IL-12, que favorecen
la diferenciacion de las células a Tex, sean suplementadas con NECA o CGS 21680,
donde se espera que sea posible evidenciar una disminucién de las poblaciones Tpex a

raiz de estos agonistas.

6.3 Agotamiento en ratones knockout condicionales para A2AR.

La segunda aproximacién tomada para evaluar el rol del A2AR en el agotamiento
fue mediante el uso de ratones knockout condicionales para A2AR, cuyas células CD8*
no expresan el receptor mediante delecion del exén 2 del gen adora. Con base en los
trabajos realizados mediante la aproximacién farmacoldgica, era esperable en estos
ensayos encontrar una mayor cantidad de células agotadas en los ratones A2ARKO,
puesto que la adenosina no estaria ejerciendo su efecto inmunosupresor, pero dichas
diferencias no fueron observadas en los ensayos realizados. Una posible explicacion del
porqué no es posible encontrar diferencias entre las células WT y KO para A2AR, pero

si con las células tratadas farmacol6gicamente es que en las células A2ARKO puede

48



existir un mecanismo de compensacion genética desconocido a la fecha, donde uno o
varios genes pueden estar compensando la pérdida de funcion del receptor A2A, dando
lugar a un fenotipo que es funcionalmente similar al WT (Buglo y col., 2020). Otro aspecto
a tener en cuenta es que los ensayos farmacologicos se realizaron en ratones OT-l
utilizando el péptido SIINFEKL como estimulo, mientras que con los ratones A2AR KO,
al no tener TCR OT-l, se utilizaron las beads, lo cual, de haber diferencias en los
mecanismos de activacion y agotamiento entre estos estimulos, podrian dar cuenta de

las diferencias entre los agentes farmacoldgicos y la aproximacion génica.

7. Proyecciones

Grupos de investigacién como los de Haské y col. en el 2006, Bricefio y col., en
el 2021 y Rosemblatt y col., en 2021, han establecido que la adenosina reduce la
activacion de las células T CD8" efectoras, quedando la interrogante del efecto de la
adenosina en etapas posteriores de la diferenciacion de estas células, lo cual podria
abordarse con protocolos de agotamiento como los desarrollados en este laboratorio y
posteriormente suplementar las células agotadas con adenosina, a modo de evaluar los
cambios en la expresion de marcadores de agotamiento, activacion, troncalidad o de

apoptosis en estas células al ser estimuladas con la adenosina.

Continuando con el eje adenosinérgico, de los resultados obtenidos en este
trabajo surgen interrogantes respecto a la real diferencia entre las células WT y A2ARKO,
asi como su rol en el agotamiento de las células T CD8*. Siendo que no fue observable
una diferencia con los marcadores clasicos de agotamiento, seria interesante analizar la
expresion y secrecion de citoquinas en las células A2ARKO tras la aplicacion del
protocolo de agotamiento, ya que seria posible encontrar diferencias en el patron de

expresion de citoquinas. Otro aspecto por investigar seria la capacidad mitocondrial que

49



tienen estas células A2ARKO respecto de las WT para determinar si existen diferencias
en el fitness mitocondrial entre estas células. Alternativamente, seria interesante realizar
ensayos in vivo de transferencia de células a ratones portadores de tumores, a modo de
evaluar las poblaciones de células T CD8" en los 6rganos linfoides y la capacidad de

combatir el tumor de estas células.

Ademés de las interrogantes nacidas de los experimentos con las células
A2ARKO, es importante mencionar que ahora en el laboratorio se dispone de un
protocolo de agotamiento in vitro utilizando las beads anti CD3/CD28 gracias al presente
trabajo, lo que abre las puertas para futuros andlisis ya que se tiene como una alternativa
al uso de ratones OT-l y del péptido SIINFEKL para las estimulaciones de las células,
permitiendo hacer uso de ratones que no posean un receptor de linfocitos T transgénico

para ensayos de agotamiento.

8. Conclusiones

Por medio del presente trabajo, fue posible poner a punto un protocolo para
inducir agotamiento en células T CD8* con el uso de beads anti CD3/CD28, evidenciado
por la co-expresién de los marcadores PD1 y TIM3 en las células tratadas con el
protocolo. La utilizacién de las IL-7/IL-15 permite mantener una poblacién de células
precursoras del agotamiento, o Tpex, mientras que el uso de IL-2/IL-12 sugiere una

diferenciacion a células terminalmente agotadas.

De esta manera, con los datos mostrados respecto de la induccion del
agotamiento en ratones knockout condicionales para A2AR y su rol en el agotamiento,
los datos sugieren que: en las condiciones analizadas, no es posible encontrar

diferencias en el patron de expresion de los marcadores de agotamiento analizados entre
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ratones A2ARKO y WT, sugiriendo que, por si sola, la delecién del A2AR no afecta el
establecimiento del agotamiento en células T CD8" murinas, sin embargo, con una
aproximacion farmacoldgica si es posible dar un poco de luz al papel del A2AR en el
agotamiento: al inhibir su funcion mediante el SCH58261 aumentan las células agotadas
0 Tex, aungque no hay diferencias significativas en el agotamiento al utilizar el agonista

NECA.
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10. Anexo
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Figura suplementaria 1. Expresiéon de CD44 y CD62L y poblaciones de células T
CD8+ en ratones OT-l y A2ARKO (TCR WT). Resultado de citometria de flujo
representativa mostrando los porcentajes de células efectoras, de memoria central y
naive o virgenes en células T CD8+ antes de comenzar los ensayos de agotamiento in
vitro, comparando ratones OT-l y A2ZARKO (TCR WT).
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