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RESUMEN

Los linfocitos T son células especializadas del sistema inmune que sufren
procesos de diferenciacion y seleccion en el timo antes de salir a la circulacion. En este
proceso de diferenciacion, los precursores de las células T en el timo (timocitos) transitan
por varios estadios y pueden ser clasificados en doble negativos (DN1, DN2, DN3 o
DN4), doble positivos (DP) o simple positivos (SP CD4, SP CD8) en base a diferentes
marcadores. Un factor clave en la supervivencia y proliferacion de los timocitos es la
interleuquina 7 (IL-7), la cual ejerce su funcién gracias a su receptor compuesto por
CD127 y CD132. Por su parte, la adenosina es una importante molécula de sefializacién
purinérgica. En el timo, la concentracién de adenosina es mas alta que en resto del
cuerpo y se encuentra principalmente regulada por las enzimas adenosina deaminasa
(ADA) y CD73 (ecto-5-nucleotidasa). Antecedentes de la literatura han demostrado que
la sefializacion de adenosina mediante su receptor A2AR previene la regulacion negativa
de la expresién de CD127 en timocitos vy linfocitos T virgenes. Ademas, resultados de
nuestro laboratorio indican que CD73 se expresa en linfocitos T virgenes y sugieren que,
a través de la produccion de adenosina, estaria regulando positivamente la expresion de
CD127 en estas células. Los objetivos de este seminario de titulo fueron estudiar la
expresion de CD73 y CD127 en las diferentes poblaciones de timocitos y evaluar el
efecto de la deficiencia de CD73 en la expresion de CD127 y en la frecuencia de las
diferentes poblaciones. Los resultados indican que CD127 se expresa principalmente en
poblaciones de timocitos DN2 y DN3 y en poblaciones SP CD4 y CD8+. Por otra parte,
la expresién de CD73 resulté ser mayor en la poblacion DN1, demostrando que no existe
una clara correlacion entre la expresion de CD73 y CD127 en timocitos DN.

Interesantemente, encontramos una alta expresion de CD73 y CD127 en una poblacion



11

de células DN que poseen CD3 y por tanto podrian corresponder a células T gama delta
(yd). Al analizar el efecto de la deficiencia de CD73 utilizando células provenientes de
ratones knockout para CD73 (CD73KO), demostramos que la expresién de CD127 no
se ve afectada en estos timocitos en comparacion con timocitos de animales control.
Finalmente, al analizar el efecto de la deficiencia de CD73 en las poblaciones de
timocitos, determinamos que en ausencia de CD73 existe un aumento en la frecuencia
de células SP CD8 y una reduccién de las células T yd. En conclusion, estos resultados
indican que la expresiéon de CD73 no se relaciona directamente con la expresién de
CD127 en timocitos y la poblacion de células con mayor expresién de CD73 son células
que estan en las Ultimas etapas de diferenciacién (incluyendo una poblacién de linfocitos
maduros con caracteristicas de linfocitos T y®). Estos datos sugieren que CD73 podria

afectar la diferenciacion y/o sobrevida de las células SP CD8 y yd en el timo.
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ABSTRACT

T-lymphocytes are specialized cells of the immune system that undergo
differentiation and selection processes in the thymus before being released into
circulation. In this differentiation process, T-cell precursors in the thymus (thymocytes)
go through several stages and can be classified as double-negative (DN1, DN2, DN3 or
DN4), double-positive (DP), or single-positive (SP CD4, SP CD8) based on different
markers. A critical factor in thymocyte survival and proliferation is interleukin 7 (IL-7),
which exerts its function through its receptor composed of CD127 and CD132. Adenosine
is an essential purinergic signaling molecule, and the thymus harbors a high
concentration of this nucleoside. Adenosine concentration is mainly regulated by the
enzymes adenosine deaminase (ADA) and CD73 (ecto-5"-nucleotidase). Previous data
have shown that adenosine signaling via the A2A receptor prevents the down-regulation
of CD127 expression in thymocytes and naive T cells. In addition, results from our
laboratory indicate that CD73 is expressed on naive lymphocytes and suggest that,
through adenosine production, it positively regulates CD127 expression on these cells.
This work aimed to study CD73 and CD127 expression in different thymocyte populations
and evaluate the effect of CD73 deficiency on CD127 expression and frequency of the
different thymocyte populations. Our results indicate that CD127 is mainly expressed in
DN2, DN3, and SP populations. On the other hand, CD73 expression was found to be
higher in the DN1 population, demonstrating that there is no clear correlation between
CD73 and CD127 expression in DN thymocytes. Interestingly, we found a high
expression of CD73 and CD127 in a population of DN cells that express CD3 and that
could represent gamma-delta (yd) T cells. By analyzing the effect of CD73 deficiency

using cells from CD73 knockout mice (CD73KO), we show that CD127 expression is not
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affected in these thymocytes compared to thymocytes from control animals. Finally, when
analyzing the effect of CD73 deficiency on the frequency of thymocyte populations, we
determined that in the absence of CD73, there is an increase in the frequency of CD8 SP
cells and a reduction in putative y® T cells. In conclusion, these results indicate that CD73
expression is not directly related to CD127 expression in thymocytes. Moreover, only
cells in the late stages of differentiation (including putative yd T cells) express high levels
of CD73. These data suggest that CD73 may affect the differentiation or survival of CD8

SP and yd T cells in the thymus.
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1. INTRODUCCION

Desarrollo de los Linfocitos T

Los linfocitos T son células especializadas del sistema inmune que juegan un
papel central como mediadores de la respuesta inmune celular dirigida principalmente
contra agentes extrafios para nuestro cuerpo. Los precursores de los linfocitos T
ingresan al timo desde la médula ésea como una célula madre hematopoyética y
comienzan a interactuar con el estroma timico. Para comprender como estas células son

generadas en el cuerpo, es necesario saber las etapas en su desarrollo y diferenciacién.

Los timocitos o precursores de linfocitos T en el timo, se clasifican en base a la
expresion de ciertos marcadores como CD4 y CD8 en diferentes poblaciones. Asi, en el
timo encontramos poblaciones doble negativas (DN, que no expresan CD4 ni CD8),
poblaciones doble positivas (DP, que expresan CD4 y CD8) y poblaciones CD4 o CD8
(SP, single positive) (Hernandez et al., 2010). La poblacién de timocitos doble negativa
(DN) es la primera etapa de desarrollo de los linfocitos T. Esta poblacion se encuentra
en la corteza timica, y puede ser subclasificada en base a la expresién de CD25 y CD44
en: DN1, DN2, DN3 y DN4 (Hernandez et al., 2010). Uno de los hechos mas relevantes
para la sobrevida de los timocitos es la beta seleccion en la subpoblacion DN3. La beta-
seleccidn es la generacion de la cadena beta funcional junto con la generacién de una
cadena alfa sustituta del receptor del linfocito T o TCR (por T cell receptor). La
sefializacion a través de la cadena beta es la que les permite a los timocitos sobrevivir y
transitar a la etapa DN4. En DN4 ocurre la generacion de un TCR funcional (Hong et al.,
2012) y la sefalizacién a través de éste define si los timocitos viven o mueren (Hong et

al., 2012).
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La etapa doble positiva (DP) de desarrollo de los timocitos est4 marcada por la
muerte por negligencia y al proceso denominado seleccion positiva. Luego de la
generacion de un receptor funcional en DN4, los timocitos pasan a formar parte de la
poblacion DP, la cual representa el 80% de las células presentes en el timo (Kiss et al.,
2006). Esta etapa se denomina asi debido a que los timocitos expresan CD4 y CD8, y
se encuentran espacialmente en la corteza timica (Hong et al., 2012). Debido a que los
timocitos ya poseen un TCR, ahora éstos prueban su receptor mediante la presentacion
péptidos propios unidos a moléculas de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) y clase Il

(MHC-II) en las células epiteliales timicas (Francelin & Verinaud, 2012).

La seleccién que sufren los timocitos se basa en el modelo propuesto de la
“fuerza de la sefalizacion”, el cual habla de que los atributos cuantitativos de la
sefializacién de TCR. Por lo que, los péptidos provenientes del mismo organismo, de
baja afinidad y relativamente raros presentados por el MHC, inducen la supervivencia y
la diferenciacién, permitiendo la seleccion positiva de los timocitos DP (Mandal et al.,
2008). Los timocitos DP que no pueden expresar un TCR funcional no pueden madurar
y mueren debido a la falta de "sefales de supervivencia" entregadas a través de la
sefializacién de TCR, en un proceso denominando "muerte por negligencia” (Hernandez
et al., 2010; Francelin & Verinaud., 2012). En la muerte por negligencia, se ha propuesto
gue los glucocorticoides (GC) son los principales actores, regulando la diferenciacion y
seleccidn de timocitos en su desarrollo en esta etapa de maduracion. Se ha reportado
gue los timocitos DP son la subpoblacién timica mas sensible a la apoptosis inducida por
GCy que las células del estroma timico producen GC localmente (Zilberman et al., 2004).
Junto con esto, también hay antecedentes que demuestran que la adenosina junto con

otras moléculas provenientes de los macrofagos, genera sefiales inductoras para la
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muerte celular de los timocitos en ausencia de la sefializacion del TCR (Szondy et al.,
2012). Contribuyendo asi a la formacion de un medio timico que asegure la induccion

efectiva de la "muerte por negligencia” (Szondy et al., 2012)

Para que los timocitos DP se diferencien en células que expresan tan solo CD4
0 CD8 (SP CD4 o SP CD8), ellos deben pasar por un proceso de seleccién positiva en
la médula timica. Cuando los timocitos DP son seleccionados positivamente, se
diferencian y pasan a formar parte de la ultima etapa de desarrollo denominada SP
(single positive por su sigla en inglés). En esta etapa los timocitos expresan solo uno de
los co-receptores (CD8 o CD4), y se ha propuesto que su expresion depende de la
interaccion que ocurrio con las células del estroma timico. De tal forma que si un timocito
DP interacta con una célula del estroma timico que le presenta un péptido en una
molécula de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II), se convertird en un timocito SP
CDA4. Por el contrario, si la presentacion del péptido ocurre en una molécula de
histocompatibilidad de clase | (MHC-I), el timocito expresara el co-receptor CD8 en la

etapa SP (Staton et al., 2011).

Antes de ser liberados a la periferia, los timocitos SP son expuestos al proceso
de seleccién negativa. La seleccidn negativa consiste en la presentacion de péptidos
propios en moléculas de histocompatibilidad por células epiteliales medulares timicas,
células dendriticas y macréfagos (Francelin & Verinaud, 2012). Cabe recordar que los
timocitos SP CD4 interactuaran con el complejo de péptido propio/ MHC-II, y los timocitos
SP CD8 con el complejo péptido propio/MHC-I. Si la interaccion de los timocitos es fuerte
y prolongada dara como resultado la eliminacion de timocitos por apoptosis. Este suceso,
es un mecanismo crucial para la eliminacion de células que podrian reconocer

autoantigenos en la periferia al presentar receptores autorreactivos. La eliminacién de
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estas células por seleccion negativa es clave para la tolerancia central del sistema
inmune y asi evitar el desarrollo de enfermedades autoinmunes (Love & Bhandoola,

2011).

Como resultado del proceso de seleccidon negativa en el timo, se genera un
repertorio periférico de células T que reconocen los complejos de péptido propio/MHC
con muy baja afinidad. La retencién de una afinidad débil por los complejos generalmente
se ha considerado un requisito para que las células T reconozcan de manera 6ptima los
antigenos extrafios en el contexto de las moléculas MHC propias. Sin embargo, la
autorreactividad de bajo nivel tiene un propésito adicional; mantener la supervivencia y

la homeostasis de las células T virgenes (Goldrath & Bevan, 1999).

Una vez que los linfocitos han completado su proceso de diferenciacion en el
timo, son liberados a la periferia como linfocitos T virgenes para formar parte del
repertorio de linfocitos T que posee un individuo. La diversidad del repertorio de
diferentes TCR se establece por la seleccion positiva de baja afinidad en el timo y la
seleccién periférica. La seleccion periférica se basa en las sefiales de supervivencia
mediadas por el TCR resultantes del contacto de un repertorio de ligandos de complejos

péptidos/MHC propios (Surh & Sprent, 2008).

Interleuquina-7 y su papel en la sobrevida de los timocitos

Hoy en dia se reconoce que la IL-7 es la principal citoquina homeostéatica que
apoya la supervivencia de varias poblaciones de células T. Gracias a estudios en ratones
con deficiencia congénita de IL-7 0 en su receptor, se demostré el papel de la IL-7 en el
desarrollo y supervivencia de la mayoria de los linajes de linfocitos T periféricos

(Peschon et al.,, 1994; Surh & Sprent, 2008). El receptor de la IL-7 (IL-7R) esta



18

compuesto por una cadena alfa (CD127) y por la cadena gama comun CD132
expresados en la superficie celular (Hong et al., 2012). La IL-7 es producida por un
subconjunto de células reticulares fibroblasticas (FRC) dentro de 6rganos linfoides
secundarios (OLS) y se conserva en estos sitios debido a su unién a la matriz extracelular
(Surh & Sprent, 2008). En la actualidad es aceptado que la IL-7 es la principal citoquina
gue regula la homeostasis de linfocitos T CD4 y CD8 virgenes y de memoria, junto con

su proliferacion inducida por linfopenia (Surh & Sprent, 2008).

En el contexto timico, las poblaciones DN2 y DN3 expresan CD127, permitiendo
a estos timocitos responder a través de la sefalizacion de CD127 a IL-7 y finalmente
sobrevivir (Hernandez et al., 2010). Existen teorias de que las demas poblaciones en la
corteza timica no expresan CD127 por ser “altruistas”, otorgando la baja disponibilidad
de IL-7 en la corteza timica a las poblaciones DN, ya que carecen de respuesta a otros

factores para su sobrevida (Hernandez et al., 2010).

Posteriormente CD127 se vuelve a expresar en la transicion desde células DP a
SP durante el desarrollo de los timocitos en la zona medular del timo. Esta zona posee
una concentracion intermedia de IL-7. Durante esta transicion, la sefalizacion a través
de CD127 es necesaria para generar el linaje CD8 y a la vez inhibe la diferenciaciéon
hacia el linaje CD4. AUn no se tiene claro el mecanismo a través del cual los timocitos
SP CD4 evitan la sefializacion de IL-7 (Hong et al., 2012). En resumen, la sefializacion
de IL-7 en la corteza timica permite la sobrevida de los timocitos DN2 y DN3, mientras

gue, en la médula timica, la IL-7 permite la diferenciacién de los timocitos SP CD8.

En la periferia, las células T virgenes post-timicas en homeostasis permanecen

en un estado quiescente durante periodos prolongados. Estas se mantienen mediante
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la sefializacion de IL-7, la cual es esencial para su supervivencia y proliferacion (Goldrath

et al., 2002; Cekic et al., 2013).

Sefializacion de IL-7 y regulacién de CD127

La sefalizacion de IL-7 desencadena la activacion de la via PI3K-AKT. La
activacion mediante TCR de la via PIBK/AKT es mucho mayor que la activacion de esta
mediada por IL-7 (E. H. Kim & Suresh, 2013). La activacion del TCR o la sefializacion de
IL-7 desencadena la activacion de PI3K, y este fosforila el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) para generar fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 interactla con AKT y la
proteina quinasa dependiente de fosfoinositol-1 (PDK1) en la capa interna de la
membrana plasmatica. La interaccién entre el dominio PH de AKT y PIP3 da como
resultado importantes cambios conformacionales en AKT, que permiten modificaciones
posteriores de AKT por PDK1. (Han et al., 2012; Kim & Suresh, 2013). Akt activada por
completo se transloca al ncleo fosforilando e inactivando a FOXO1. FOXO1 es un factor
de transcripcion que esta involucrado en la expresién de genes relacionados con la
proliferacién, la motilidad y el metabolismo en células T (Li et al., 2007). Dentro de los
genes gque promueve FOXO1 se encuentran CD127, Bcl-2 y KIf2 (Kim & Suresh, 2013;

Shi et al., 2017).

Junto con esto, se debe considerar que la IL-7 se encuentra en cantidades
limitadas en condiciones fisiolégicas, y que la uniéon de IL-7 a su receptor regula
negativamente la expresion de CD127 (Cekic et al., 2013). Las moléculas de
sefalizacion descritas rio debajo de IL-7R son los pertenecientes a la via Jak/STAT. Las
cadenas CD127 y CD132 del receptor de IL-7 estan asociadas a Jakl y Jak3
respectivamente. Luego de la unién de IL-7 a IL-7R, Jak 1 y Jak3 se transfosforilan y se

activan. Una vez fosforilados, Jak 3 0 Jak 1 pueden fosforilar a CD127, lo cual recluta al
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factor de transcripcion STAT5 (Jiang et al., 2005). Este ultimo se transloca al nucleo y
controla la expresion de genes diana asociados con supervivencia y proliferacion como

se observa en la Figura 1(Jiang et al., 2005).

IL-7 mantiene la supervivencia de las células T a través de un mecanismo de
regulacion de la expresion de la familia de moléculas de linfoma 2 de células B en
particular, Bcl-2 y Mcl-1, los cuales inhiben la via apoptética mitocondrial (Surh & Sprent,
2008). Por su parte, en células T efectoras / de memoria humanas, la ausencia de IL-7
induce la apoptosis por la regulacion negativa de la expresion de Mcl-1, Bcl-2 y Bcel-xL,

lo cual se expone en la Figura 1 (Carrette & Surh, 2012).

Ectonucleotidasas CD39/CD73 y adenosina

Las ectonucleotidasas CD39 y CD73 son cruciales para la generacion de
adenosina extracelular. CD39 (NTPDase-1) y CD73 (ecto-5-nucleotidasa) son dos
enzimas de superficie celular que hidrolizan el ATP en ADP, AMP y adenosina, en un
proceso regulado (Beavis et al., 2012). Estas ectoenzimas son actores activos en varias
enfermedades (cancer, diabetes y alergias entre otras) y antecedentes de nuestro
laboratorio sugieren que también estan involucradas en la supervivencia homeostatica
de las células T virgenes y la supervivencia y diferenciacion de las células T de memoria
(Bono et al., 2015; Bricefio et al., 2021; Rosemblatt et al., 2021) . Un actor relevante
involucrado en la regulacion de la concentracion de adenosina extracelular es la
adenosina deaminasa (ADA). ADA transforma la adenosina intracelular a inosina y luego
lo transforma a acido urico (da Rocha Lapa et al., 2014). Esto contrarresta el efecto de
la adenosina extracelular generada por CD73, ya que disminuye la concentracion de

adenosina extracelular y con esto, su sefializacion.
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Figura 1. Sefializacién de IL-7 en células T. Al unirse IL-7 a su receptor, las proteinas Jakl y Jak 3 se
transfosforilan y activan. Cuando Jak 1y Jak 3 se activan, Jakl1 o Jak3 fosforila a CD127 reclutando a STAT5
(Jiang et al., 2005). Este ultimo se transloca al ndcleo y controla la expresion de genes asociados a la
sobrevida y proliferacion de la célula. STAT5 promueve la expresion de Bcl-2, Mcl-1 y Bcl-xL, los cuales
inhiben la via de apoptosis mitocondrial (Surh & Sprent, 2008). A su vez, STAT5 inhibe la expresion de
CD127, concluyendo que la unién de IL-7 a su receptor regula negativamente la expresion de CD127 (Cekic
et al., 2013).

La adenosina es una molécula de sefializacién purinérgica que se produce de
forma constitutiva y esta presente en todos los tejidos. La concentracion de adenosina
extracelular es mucho més alta en el timo que en resto del cuerpo alcanzando una
concentracién aproximada de 1,4 uyM (Resta et al.,, 1997; Cekic et al., 2011). La
adenosina media su sefializacion celular a través de cuatro receptores acoplados a
proteina G: Al, A2A, A2B y A3 (Fredholm et al., 2011). La concentracion de adenosina
extracelular varia entre 30-200 nM en condiciones fisiologicas, pero puede alcanzar
niveles muy altos (mas de 100 pM) durante la inflamacion y la hipoxia (Hasko &

Cronstein, 2004). Esto debido a que en hipoxia o bien una inflamacién, hay mdaltiples
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células que liberan nucleétidos de adenina en forma de ATP, ADP y AMP a modo de
respuesta. Por lo que la hipoxia afecta la expresion de CD39 y CD73, aumentando su
expresion y actividad enzimatica (Synnestvedt et al., 2002). Especificamente para el
caso de CD73, el promotor del gen de esta enzima posee un sitio de unién para el factor
1 inducible por hipoxia (HIF-1), lo cual tiene como resultado un aumento de la expresion
de CD73 a nivel de ARN en este contexto, existiendo una mayor concentracion de

adenosina extracelular (Synnestvedt et al., 2002).

En el timo existe una alta concentracion de adenosina en comparacion con el
resto del cuerpo debido a la alta tasa de muerte celular, lo cual conlleva a una alta
liberacion de ATP al medio externo, causada por la seleccion positiva y negativa de los
timocitos. La concentracion de adenosina en el timo depende principalmente de la
expresion de CD73 y ADA en los timocitos (Koréskényi et al., 2017). En la corteza timica,
sitio donde existe una mayor muerte celular debido a la seleccion positiva, ADA esta
regulada positivamente y CD73 negativamente existiendo una menor concentracion de
adenosina que en la médula timica (Koéroskényi et al., 2017). Por el contrario, en la
médula timica, donde ocurre la seleccion negativa, ADA esta regulada negativamente y
CD73 positivamente existiendo una mayor concentracion de adenosina que en la corteza

(Koroskényi et al., 2017).

El receptor de adenosina mas expresado en linfocitos T es A2AR (Cekic et al.,
2013). El receptor A2AR estd acoplado a una proteina G, lo cual desencadena la
activacion de la adenilil ciclasa y aumenta la actividad de PKA (S. Kim et al., 2001; Lou
et al., 2002). PKA por su parte, inhibe la via PISK/AKT, la cual es activada cuando hay
estimulacion del TCR. En la siguiente seccion se discutira la importancia de A2AR en la

expresion de CD127 en linfocitos T y timocitos.
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Requlacion de CD127 por CD73 y adenosina

El receptor A2AR es el principal receptor de adenosina expresado en linfocitos T
y timocitos (Su et al., 2004; Cekic et al., 2013), el cual puede activarse en condiciones
fisiologicas (Su et al., 2004). El receptor A2AR es expresado en todas las subpoblaciones
de timocitos, pero lo hace en mayor proporcién en la etapa DN2 (Apasov et al., 2000;
Cekic et al., 2013; Hong et al., 2012). Se ha demostrado que la activacién de A2AR
previene la regulaciéon negativa de la expresion de CD127 en timocitos y linfocitos T
virgenes (Cekic et al., 2013). Esto ocurre mediante la activacion de PKA y la consiguiente
inhibicién de AKT, la cual reduce la expresion de CD127 rio abajo de la estimulacion del
TCR. Por su parte, cuando PKA esté activa inhibe a AKT, evitando la supresion que esta

ejerce sobre CD127 (Barata et al., 2004; Hand et al., 2010).

La deficiencia de A2AR disminuye el nimero de linfocitos T virgenes pero el
namero de linfocitos T de memoria no se ve afectado. Se ha reportado que la delecion
de A2AR tiene un alto impacto en la expresion de CD127 en linfocitos virgenes (Cekic et
al., 2013). En esta linea, nuestros resultados indican que al co-transferir células CD8
deficientes para CD73 y WT en animales linfopénicos Ragl -/-, se observa que el
porcentaje de células CD73KO disminuye en comparacién con células WT, lo que
sugiere que CD73 puede promover la supervivencia de células T CD8 virgenes
(Rosembilatt et al., 2021). Esto concuerda con evidencia previa que demuestra la relacién
de la sefializacion de adenosina e IL-7, en donde la adenosina induce la expresion de
CD127 através de la sefalizacion del receptor A2AR (Cekic et al., 2013). En conclusién,
se puede sugerir un modelo donde la expresion de CD73 provoca la produccion de
adenosina extracelular, y la sefializacion de esta mediante el receptor A2AR favorece la

supervivencia debido a la prevencion de la regulacién negativa de CD127 en linfocitos T



24

CD8 virgenes y de memoria. En base a los antecedentes planteados y debido a que no
existe evidencia de un papel de CD73 en la regulacibn de CD127 y sobrevida de
timocitos. Por lo que, debido a que dentro de las poblaciones timicas DN2, DN3 y SP se
ha descrito que existe expresion de CD127, decidimos evaluar en estas poblaciones la
expresion de CD73 y su efecto en la expresion de CD127. Proponiendo la siguiente

hipétesis.
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Hipotesis

CD73 regula positivamente la expresion de CD127 en timocitos DN2, DN3 y SP.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Determinar el papel de CD73 en la expresion de CD127 en los diferentes estadios

de desarrollo de los timocitos.

2.2. Objetivos Especificos

1. Analizar la expresion de CD73 y CD127 en las diferentes poblaciones de timocitos

2. Analizar el efecto de la deficiencia de CD73 en la expresiéon de CD127 y en la
frecuencia de diferentes poblaciones de timocitos

3. Generar un mini-review que recopile los antecedentes de la literatura en cuanto a la

sefializaciébn mediada por IL-7 en timocitos y células T maduras.
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3. MATERIALES Y METODOS

Animales

En este trabajo se utilizaron ratones CD73KO (B6.129S1-Nt5etml1Lft/J) vy
C57BL/6 los cuales se obtuvieron desde Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA). Todos
los ratones se mantuvieron en el bioterio de la Fundacion Ciencia y Vida en condiciones
libres de patégenos especificos. Para los experimentos se utilizaron 6 ratones macho
entre 8 — 16 semanas de edad. Los experimentos se realizaron siguiendo las normas del
comité de bioética de la Fundacion Ciencia & Vida y del Comité Institucional de Cuidado

y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile.

Extraccion de células desde el timo

Para la obtencion de timocitos a partir de animales C57BL/6 y CD73KO, luego de
la eutanasia del animal, se extrajo el timo y se disgreg6 mecanicamente con una tijera.
La suspension celular se filtré por una malla metalica de 90 um, y se llevé a un volumen
de 5 mL con RPMI + 10% FCS. Para determinar el nimero de células obtenidas, se tomé
una alicuota de la suspensién celular y se contaron las células en una camara de

Neubauer con tincion de azul de tripan.

Citometria de flujo

La caracterizacion fenotipica de las distintas poblaciones celulares se realiz6 por
citometria de flujo multiparamétrica (FACS Aria lll, BD Biosciences). Para esto, 1 x 10°
células obtenidas desde el timo se incubaron con los respectivos anticuerpos
fluorescentes, FcBlock (para bloquear los receptores Fc) y Fixable Viability Dye
eFluor780 (eBioscience) para descartar las células muertas, en PBS + 2% SFB durante

30 minutos a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células se lavaron con PBS + 2% SFB,
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se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos a 4°C y se resuspendieron en 300 pL de
PBS + 2% SFB para ser analizadas en el citdmetro. Los datos de citometria se analizaron

con el programa FlowJo (Tree Star, Inc.).

Tabla I: Fenotipo correspondiente a cada poblacion timica. La expresion de las distintas proteinas de
superficie que se utilizaron para determinar las poblaciones timicas mediante citometria de flujo.

Poblacion timica Fenotipo
DN1 CD3  CD44* CD25 CD4 CD8
DN2 CD3 CD44* CD25* CD4 CD&
DN3 CD3CD44 CD25*CD4 CD8
DN4 CD3 CD44 CD25 CD4 CD8
DP CD3 CD4* CD8*
SP CD4 CD3* CD4* CD8
SP CD8 CD3* CD4 CD8*
T Gamma delta CD3* CD4 CD&

Analisis Estadistico

Los andlisis estadisticos para la comparacion entre 2 grupos de la intensidad
media de fluorescencia y frecuencia de células se realizaron con un test paramétrico t-
Test de dos colas no pareado, utilizando la correccibn de Welch. Se consideré la

significancia estadistica con un valor de p < 0,05 (* p < 0,05).



4. RESULTADOS
Para determinar la expresion de CD127 y CD73, junto con el efecto de la
deficiencia de CD73 en las distintas poblaciones timicas, se procedié a realizar una
citometria de flujo multiparamétrica utilizando timos extraidos a partir de animales

C57BL/6 (WT) y knockout para CD73 (CD73KO).

Lo primero que se procedio a realizar fue la determinacion de cada poblacion
timica con los datos obtenidos de la citometria de flujo utilizando el programa FlowJo
v10. Lo anterior esta representado en la Figura 2 y 3, donde se expone la estrategia de
gating utilizada en ratones WT y CD73KO respectivamente. Como se observa en estas
figuras, lo primero que se realizé es la determinacion de la poblacion correspondiente a
los linfocitos a través de los pardmetros de forward y side scatter (FSC/SSC).
Posteriormente se procedioé a descartar los dobletes utilizando la altura (H), area (A) y
ancho (W) de los parametros de FSC y SSC, para asi poder analizar células individuales.
A continuacién, se descartaron las células muertas (utilizando la tincién Viability Dye)
para finalmente determinar las poblaciones doble negativas (DN), doble positivas (DP),
simple positivas (SP) CD4 y SP CD8, segun la expresion de CD4 y CD8. Posteriormente,
dentro de la poblacién DN, se gener6 una ventana o gate correspondiente a la poblacion
negativa para CD3, ya que la poblacién DN no expresa esta proteina perteneciente al
complejo molecular del receptor del linfocito T. Finalmente se determiné las
subpoblaciones DN en base a la expresion de CD44 y CD25 para posteriormente

analizar la expresion de CD127 y CD73 (Ver Tabla I).
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Figura 2. Estrategia de gating utilizada en ratdbn WT para determinar las poblaciones presentes en el
timo utilizando la aplicacién FlowJo v10. La enumeracion expone el orden en el que se realiz6 cada gate
para obtener finalmente las poblaciones timicas de interés. Primero se determiné la poblacion linfocitaria
mediante los pardmetros de SSC-A (Side Scatter- Area) y FSC-A (Forward Scatter- Area), en donde SSC-A
determina la complejidad celular y FSC-A el tamafio celular utilizando el parametro de area. Posteriormente
para obtener las células timicas de interés, se descartan los dobletes utilizando los parametros FSC-H
(Forward Scatter- Height) y FSC-A, basandose en la altura de la sefial y el area de esta determinado por la
desviacion frontal de la luz en el Forward Scatter. Posteriormente para seguir descartando dobletes se
utilizan los parametros de SSC-H (Side Scatter- Height) y SSC-W (Side Scatter- Width), basandose en el
alto y ancho de la sefal determinada por la desviacién lateral de la luz en el Side Scatter. Después se
descartan las células muertas mediante el SSC-A y un marcador de viabilidad. Finalmente se determinan
las poblaciones del timo por la expresion de CD4 y CD8, en donde a la poblacion DN ademas se le realiz6
una gate para descartar la expresion de CD3 y determinar las subpoblaciones en base a la expresion de
CD44 y CD25.

Expresion de CD127 y CD73 en células CD73 WT

La primera poblacién timica que se analiz6 corresponde a la poblacion DN, por
lo que para analizar la expresion de CD127 y CD73 se generaron histogramas
determinados por citometria de flujo, los cuales incluyen el valor de la media de

fluorescencia.

Lo que se desprende, es que la expresion de CD73 es muy baja en las células
DN, pero es mayor en DN1 y DN2. Y que la expresiéon de CD127 se incrementa en las

poblaciones DN2 y DN3 (Ver Figura 4).

En el analisis de las poblaciones DN, detectamos una poblacion celular que
expresa CD3 y altos niveles de CD127 y CD73 (Ver Figura 5). Al analizar los datos de la
literatura, se determin6 que esta poblacion podria corresponder a linfocitos T y® puesto
que también se diferencian en el timo, expresan CD3 y carecen de CD4 y CD8 (Coffey

et al., 2014).
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Figura 3. Estrategia de gating utilizada en raton CD73KO para determinar las poblaciones presentes
en el timo utilizando la aplicacién FlowJo v10. La enumeraciéon expone el orden en el que se realizd
cada gate para obtener finalmente las poblaciones timicas de interés. Primero se determiné la poblacion
linfocitaria mediante los pardmetros de SSC-A (Side Scatter- Area) y FSC-A (Forward Scatter- Area), en
donde SSC-A determina la complejidad celular y FSC-A el tamafio celular utilizando el parametro de area.
Posteriormente para obtener las células timicas de interés, se descartan los dobletes utilizando los
parametros FSC-H (Forward Scatter- Height) y FSC-A, basandose en la altura de la sefial y el area de esta
determinado por la desviacién frontal de la luz en el Forward Scatter. Posteriormente para seguir
descartando dobletes se utilizan los parametros de SSC-H (Side Scatter- Height) y SSC-W (Side Scatter-
Width), basandose en el alto y ancho de la sefial determinada por la desviacion lateral de la luz en el Side
Scatter. Después se descartan las células muertas mediante el SSC-A y un marcador de viabilidad.
Finalmente se determinan las poblaciones del timo por la expresién de CD4 y CD8, en donde a la poblacion
DN ademas se le realiz6 una gate para descartar la expresion de CD3 y determinar las subpoblaciones en
base a la expresion de CD44 y CD25.

Sample Population CD127 mean CD73 mean
| Control DN 25,2 50,8
i wWT DN1 285 436
= WT DN2 1490 440
c WT DN3 804 311
c WT DN4 341 284

A A
an Ve

CcD127 CD73

Figura 4. Expresion de CD127 y CD73 en las poblaciones de timocitos DN provenientes de un ratén
WT(C57BL/6). Expresion de CD127 y CD73 determinado por citometria de flujo. En rojo representa a la
poblacion DN1, en azul a la poblacion DN2, en naranja la poblaciéon DN3, en verde a la poblacion DN4 y en
verde oscuro el control. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.
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Figura 5. Andlisis de la expresion de CD127 y CD73 en la poblacion DN que expresa CD3. En la figura
se exponen 3 density plot, en el de la izquierda se expone la gate utilizada que es DN, y a continuacion, se
analizo la expresion de CD3 en esta poblacién y finalmente se analiz6 la expresion de CD127 y CD73 en la
poblacion CD3+. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.

Expresion de CD127 en células deficientes para CD73

Posteriormente, se procedié a analizar si la expresion de CD127 varia en
ausencia de CD73. Para esto, se analizé la expresion de CD127 en diferentes
poblaciones de timocitos provenientes de animales CD73KO y se compararon con

animales WT.

Se desprende de la Figura 6 que en las poblaciones DN1 y DN3 no hay diferencia
en la expresion de CD127 entre un ratdon WT y CD73 KO. Lo mismo sucede al comparar

las poblaciones DN2 y DN4.

Por lo que, para determinar si realmente hay alguna diferencia en los casos

respectivos se sugiera que se necesitan mas datos experimentales.
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Figura 6. Expresion de CD127 en las poblaciones de timocitos DN provenientes de un ratén WT y
CD73 KO. A. Expresion de CD127 determinado por citometria de flujo en las poblaciones DN. El color rojo
representa al raton CD73 KO, el azul al ratén WT y el naranja al ratén FMO (Fluorescence Minus One), el
cual es el control. Resultado representativo de 3 experimentos independientes. B. Graficos de barra que
representan la intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD127 en diferentes poblaciones DN
provenientes de animales WT y CD73KO. Los datos representan el analisis de 3 animales WT y 3 animales
CD73 KO. Los datos fueron analizados con un t test no pareado de dos colas (paramétrico) y no se
observaron diferencias estadisticamente significativas. Se considero la significancia estadistica con un valor
de p <0,05.

Expresién de CD73 y CD127 en la poblacion DP

Posteriormente se procedié a analizar la expresion de CD127 y CD73 en la

poblacion DP.

En la Figura 7 los niveles de expresion de CD127 se comparan con el control
negativo y se observa que tanto en el raton WT como CD73KO no hay una expresién de
CD127. Lo cual coincide con los antecedentes expuestos en la literatura (Hong et al.,

2012).

Expresion de CD73y CD127 en poblaciones SP

Finalmente se procedié a realizar este mismo analisis con las poblaciones SP

CD4y SP CD8.

Para el caso de la poblacion SP CD4, se desprende que hay expresion de CD127
en los ratones WT y CD73KO (Figura 8). Junto con, también observar expresion de CD73

de esta poblacién en células WT.

También se observa que no existe una disminucion significativa de la expresion

de CD127 en las células SP CD4 en el raton CD73 KO, en comparacion con el raton WT.
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Figura 7. Expresién de CD127 en la poblacion de timocitos DP provenientes de un raton WT y CD73
KO. A..Expresién de CD127 determinado por citometria de flujo. El color rojo representa al raton CD73 KO,
el azul al raton WT (C57BL/6) y el naranja al ratdn FMO (Fluorescence Minus One), el cual es el control. B.
Gréfico de expresion de CD127 por parte da la poblacion DP en ratones WT y CD73KO. Los datos
representan el andlisis de 3 animales WT y 3 animales CD73 KO. Los datos fueron analizados con un t test
no pareado de dos colas (paramétrico) y no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Se
considero la significancia estadistica con un valor de p < 0,05.



Figura 8. Expresion de CD127 y CD73 en la poblacion de timocitos SP CD4 provenientes de un ratén
WTy CD73 KO. A. Expresion de CD127 y CD73 determinado por citometria de flujo. El color rojo representa
al ratén CD73 KO, el azul al ratén WT y el naranja al ratdn FMO (Fluorescence Minus One), el cual es el
control. Resultado representativo de 3 experimentos independientes. B. Grafico de expresién de CD127 por
parte da la poblacion SP CD4 en ratones WT y CD73 KO. Los datos representan el analisis de 3 animales
WT y 3 animales CD73 KO. Los datos fueron analizados con un t test no pareado de dos colas (paramétrico)
y no se observaron diferencias estadisticamente significativas. Se consideré la significancia estadistica con
un valor de p < 0,05.
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Por el lado contrario, en el caso de la poblacion SP CD8 se observa que, al igual

gue para los CD4 SP, esta poblacion expresa CD127 (Ver Figura 9).

En la Figura 9, también se observa que en el caso de la expresion de CD127 en
la poblacion SP CD8 entre los ratones CD73 WT y CD73 KO no existen diferencias

significativas.

Porcentaje de las poblaciones timicas en animales deficientes para CD73
Ya realizado lo anterior se procedio a determinar si CD73 regula la sobrevida o
diferenciacion de las poblaciones de timocitos, para lo cual se comparoé el porcentaje de

cada poblacién timica en animales CD73KO y WT.

Lo que se desprende de la Figura 10, es que la ausencia de CD73 posee distintos
efectos en cada una de ellas. En DN1, DN2 y DN4 el porcentaje de la poblacion aumenté
en los ratones CD73KO, pero no resultaron en diferencias estadisticamente
significativas. Asimismo, se observlé un aumento en el porcentaje de células SP CD8 en
el animal CD73KO en comparacion con el WT, lo cual alcanzé significancia estadistica.
Por otro lado, la poblacién de linfocitos T y disminuyo en los ratones CD73KO, pero los
resultados no fueron estadisticamente significativos (p=0,129). En el caso de la
poblacion DP no se observaron diferencias en las frecuencias de células entre los

animales WT y CD73KO.



Figura 9. Expresion de CD127 y CD73 en la poblacién SP CD8 de un raton WTy CD73 KO. A. Expresion
de CD127 y CD73 determinada por citometria de flujo. El color rojo representa al raton CD73 KO, el azul al
raton WT y el naranja al ratdbn FMO (Fluorescence Minus One), el cual es el control. Resultado representativo
de 3 experimentos independientes. B. Grafico de expresion de CD127 por parte da la poblacion SP CD8 en
ratones WT y CD73 KO. Los datos representan el andlisis de 3 animales WT y 3 animales CD73 KO. Los
datos fueron analizados con un t test no pareado de dos colas (paramétrico) y no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. Se considero6 la significancia estadistica con un valor de p < 0,05.
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Figura 10. Frecuencia de cada poblacion timica en un ratén WTy CD73 KO. En la figura se exponen
diferentes gréaficos de barra, cada uno representando a una poblacién timica en particular. Los datos
representan el andlisis de 3 animales WT y 3 animales CD73 KO. Los datos fueron analizados con un t test
no pareado de dos colas (paramétrico). Se considero la significancia estadistica con un valor de p < 0,05.
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4. DISCUSION
Tanto en linfocitos T como en timocitos las sefales de supervivencia son
requeridas para que el linaje prospere y ejerzan su funcién inmunitaria en el organismo.
Uno de estos factores relevantes para la supervivencia y proliferacion homeostética de
las células T es IL-7. Pero para que esta ejerza su funcién sobre las células es necesaria
la expresion de su receptor compuesto por CD127 y CD132. Por otro lado, la adenosina
extracelular es crucial para la homeostasis inmune y es generada constitutivamente en

el organismo debido a procesos metabdlicos como se ha nombrado anteriormente.

Diferentes antecedentes apuntan a que la activacion del receptor de adenosina
A2AR previene la regulacion negativa de CD127 en linfocitos T virgenes y linfocitos T de
memoria CD8 (Cekic et al., 2013; Rosemblatt et al., 2021). Pero no existen antecedentes

si esta misma regulacion sucede en timocitos.

Nuestros resultados indican que tanto DN2, DN3, SP CD4 y SP CD8 expresan
CD127. Al evaluar la expresion de CD127 en todas estas poblaciones timicas en los
ratones CD73 KO, observamos que no existe una diferencia significativa en comparacion
con los ratones WT, lo cual refuta la hip6tesis planteada y sugieren que existen otras
vias de regulacién de CD127 donde no participa CD73. Un ejemplo de una via que
probablemente este regulando la expresion de CD127, al menos en DN2 y DN3, es la
relacionada con Gfi-1 (Growth Factor Independent 1 Transcriptional Repressor), ya que
es expresado en todas las poblaciones timicas menos en SP, pero no se sabe el
mecanismo en el que utilizaria para actuar en DN2 y DN3 (Yiicel et al., 2003). Este es
un represor transcripcional que se induce rapidamente después de la activacion del TCR.
Gfi-1 se expresa en el sistema hematopoyético y su deficiencia da como resultado una

serie de defectos en el desarrollo y funcion de las células madre y progenitoras
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hematopoyéticas, granulocitos y linfocitos T (Yicel et al., 2003). En un estudio realizado
por Park y colaboradores se demostré que la actividad de Gfi-1 esta implicada en la
regulacién negativa de CD127 en células T CD8 periféricos después de la estimulacion
con IL-7 (Park et al., 2004). Asimismo, se demostro que la transcripcion de CD127 se
inhibe en las células T CD8 efectoras mediante el reclutamiento de la histona
desacetilasa HDAC1 en el promotor CD127. Asi, la expresion de CD127 es inhibida
debido a que HDAC1 permite el reclutamiento del represor transcripcional Gfi-1 en el

locus CD127.

Otra via relacionada con la expresion de CD127 es la que incluye el factor de
transcripcion FOXO1. Para el caso de las poblaciones DN2 DN3, SP CD4y SP CD8 es
posible que CD127 esté siendo regulada por FOXO1, el cual es un regulador positivo de
CD127 expresado en timocitos (E. H. Kim & Suresh, 2013; Shi et al., 2017). También
existe la via en donde la unién de IL-7 con su receptor regula negativamente la expresiéon
de CD127 (Cekic et al., 2013). Este eje también podria estar influyendo en la expresién
de CD127 en los timocitos que se exponen en los resultados. Ya nombrado lo anterior
hay que realizar mas estudios, ya que hay muchas vias que interfieren en la expresion
de CD127 a parte de las nombradas y lo mas probable, es que mas de una de estas esta

interfiriendo en la expresién de CD127 en las poblaciones timicas.

Por otro lado, los resultados de la expresion de CD73, indican que las
poblaciones DN2 y DN3 expresan niveles muy bajo o no expresan CD73, lo cual no
concuerda con los esperado. En esta linea, se esperaba encontrar una correlacion entre
la expresion de CD73 y CD127 que apoyara la hipétesis de la regulacion de CD127 por
CD73. Sin embargo, hay que considerar que existen otras poblaciones en el timo que

expresan CD73 y que podrian dar cuenta de una regulacion de CD127 en estas
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poblaciones. Ademas, hay que considerar que la concentraciébn de adenosina esta
siendo regulada por otra enzima como la adenosina deaminasa y otras vias. Seria
interesante estudiar también en este contexto la expresion de ADA en las poblaciones
timicas. Existe un antecedente de la investigacion de Resta et al., 1997, en donde al
aumentar la actividad de CD73 en timocitos la concentracion de adenosina no se
alteraba en el timo y la generacién de linfocitos tampoco. Al utilizar un inhibidor de ADA
en este modelo de induccién de CD73, se observo que la concentracion de adenosina
del timo aument6 mas de 30 veces, demostrando que la expresion de ADA es regulada
de manera muy dindmica de manera de mantener los niveles de adenosina relativamente
constantes en el timo (Resta et al., 1997). Es por lo anterior, que el estudio de esta
enzima es fundamental y debe ser incorporado en este contexto para estudios

posteriores.

A pesar de lo reportado en la literatura, nuestros resultados indican que las
poblaciones timicas SP CD8 y SP CD4 expresan CD73. Sin embargo, es tan so6lo un
porcentaje de células las cuales expresan altos niveles de esta enzima, lo cual provoca
que suba la intensidad media de fluorescencia para CD73. En el caso de la poblacién
SP CD8 en los ratones WT podrian tratarse de células T intraepiteliales debido a su alta
expresion de CD73 (Bynoe et al., 2012). En el caso de las células SP CD4, podria
tratarse de células T reguladoras, ya que se ha descrito la expresién de CD73 en esta

poblacién (Schuler et al., 2014).

Otra observacion en base a los resultados obtenidos fue que en la poblacion DN
existian células que expresan una alta cantidad de CD73 y CD127, en especifico en la
poblacién DN1, lo cual no concordaba con los antecedentes en la literatura. Al ahondar

en esto, se llegd a la determinacidn que estas células corresponden a células T yd debido
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a su alta expresion de CD73 en conjunto con otros marcadores como CD3 y ausencia
de CD4 y CD8 (Coffey et al.,, 2014). Sin embargo, estos resultados deben ser
confirmados utilizando otros marcadores de esta poblacién celular, como serian el TCR
gama delta y CD24. Existen antecedentes de que cerca del 90% de las células T yd
maduras expresan CD73, y de que la expresion de esta enzima se relaciona con la
decision de linaje de las células T yd (Coffey et al., 2014). Junto con esto, las células T
y0 requieren de la IL-7 para su homeostasis, proliferacion y diferenciacién, al igual que
otros linajes de linfocitos T (Parker & Ciofani, 2020). De manera concordante,
observamos que la frecuencia de células T yd en los ratones CD73 KO se redujo en

comparacion con animales WT, pero este resultado no alcanzo significancia estadistica.

Con respecto a los resultados de los porcentajes poblacionales observamos que
cada poblacién reacciona distinto a la deficiencia de CD73. En el caso de las poblaciones
DN1, DN2 y DN4 la frecuencia de estas poblaciones aument6 en los ratones CD73 KO
en comparacion con los animales WT, aunque tampoco se lograron resultados
estadisticamente significativos. Este resultado sugiere nuevamente que la hipotesis
planteada no se cumple, ya que al menos en la poblacibn DN2 se esperaba que la
deficiencia de CD73 disminuyera la sobrevida debido a la ausencia de la regulacion

positiva de CD127.

En el caso de la poblacion SP CD8 se observa que no existen cambios en la
expresion de CD127 el CD73KO, sin embargo, hay una reduccion en la frecuencia de
células SP CD8. Esto sugiere que CD73 podria de alguna manera inhibir la
diferenciacion de los linfocitos T CD8, pero a través de un mecanismo que no depende
de CD127. Resultados previos de nuestro laboratorio sugieren que CD73 y adenosina

reducen la supervivencia de los linfocitos T CD8 periféricos después de la estimulacion
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antigénica al reducir la expresion de Bcl-2 y CD25 (Rosemblatt et al., 2021). Otra
posibilidad para explicar los resultados es que, en este estudio se utilizaron animales
CD73 KO completo, por tanto que existen cambios compensatorios que permitirian de
todas formas mantener los niveles de adenosina dentro de los rangos fisiol6gicos como
se nombré anteriormente con lo relacionado a la expresion de ADA en el estudio de
Resta et al., 1997. O bien, hay otros mecanismos por los cuales sigue produciéndose
adenosina extracelular, como por ejemplo, a partir de ATP transportada desde varias
células; ya sea por exocitosis, por canales ibnicos o por muerte celular (Antonioli et al.,

2014), lo cual puede estar sucediendo en el raton CD73 KO.

Dicho ya todo lo anterior, una limitacion de este estudio fue la baja cantidad de
ratones estudiados, los cuales fueron 6, 3 de ellos correspondientes a animales WT
(C57BL/6) y 3 a animales deficientes para CD73 o CD73KO. Por lo que quizas para
sacar conclusiones mas exactas se deben repetir estos experimentos incluyendo una

mayor cantidad de individuos.

Finalmente, en la Figura 11 se expone un esquema representativo resumen de

lo que se infiere de los resultados obtenidos junto con antecedentes de la literatura.
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Figura 11. Esquema del timo que expone los distintos subsets de células T con su respectiva
expresion de CD127, A2AR, CD3, CD73 y TCR. La corteza del timo es la zona en la que se encuentran
los timocitos DN y DP y es el lugar fisico donde ocurre la seleccion positiva. Los antecedentes exponen que
CD127 es expresado en los timocitos DN2 y DN3 (Hong et al., 2012). Ademas, en base a los resultados
obtenidos, sabemos que los linfocitos T yd estan en la corteza del timo. En la zona medular del timo se
encuentran los timocitos SP y es donde ocurre la seleccidn negativa. Para que la poblacion DP se diferencie
en timocitos SP CD8 requiere de la sefalizacion de IL-7, en cambio para diferenciarse a SP CD4 la
sefializacién por IL-7 no es necesaria (Hong et al., 2012). Luego de estos procesos de seleccién en el timo
los timocitos son liberados a la periferia y pasan a ser linfocitos T naive.
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5. CONCLUSIONES

A partir de los resultados expuestos en este trabajo, es posible concluir que no
existe una correlacion entre la expresion de CD73 y CD127 en las poblaciones timicas,
salvo en una poblacion de células DN que podria corresponder a células T y&. Por su
parte, al analizar las poblaciones timicas provenientes de animales que carecen de
CD73, no se observaron cambios en la expresion de CD127, lo cual sugiere que CD73
no regula la expresién de CD127. Asimismo, al analizar el porcentaje de las diferentes
poblacionales timicas en carencia de CD73 se observa que la frecuencia de las células
SP CD8 aumenta en el animal CD73KO en comparacién al WT, sin embargo, debido a
que la expresion de CD127 no cambia en ausencia de CD73, es probable que otros
mecanismos independientes de CD127 den cuenta de este fendmeno. Finalmente, los
datos sugieren que CD73 podria afectar la sobrevida o diferenciacion de las células T yd
debido a que observamos una reduccién de la frecuencia de esta poblacion en timocitos

provenientes de animales CD73KO en comparacion con animales WT.

De igual forma aun queda mucho por investigar, ya que todos los factores
estudiados en este trabajo no constituyen lo que conforma en su totalidad al contexto
timico, excluyendo la influencia de otras células presentes en este érgano, como son los
macrofagos y las células T y9, entre otros. Si bien se ha descrito que la adenosina regula
la expresion de CD127, hay muchos otros factores en este contexto que podrian estar
influenciando ya sea la concentracion de adenosina o la expresion de los principales

actores CD73 y CD127 en esta problemética.
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