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RESUMEN

El microambiente inflamatorio en los tumores esta caracterizado por la
presencia de leucocitos en el sitio del tumor, los cuales inicialmente han sido asociados
con un rol protector. Sin embargo trabajos recientes han descrito que las ceélulas
tumorales son capaces de modificar su microambiente para suprimir la respuesta
inmune y favorecer su propio crecimiento. La generacién de un microambiente
inmunomodulador, que incluye la participacion de células inmuno reguladoras como los
linfocitos T reguladores, disminuye la respuesta inmune efectora anti-tumoral, aumenta
los procesos pro-tumorales y la respuesta inmune supresora.

Una de las citoquinas claves involucradas en este efecto es el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), el cual esta altamente expresado en células
de cancer de mama y puede alterar la activacion, maduracién y diferenciacién de
células del sistema inmune innato y adaptativo. En relacion al sistema inmune
adaptativo, numerosas evidencias demuestran que TGF-§ tiene diversos efectos en
todos los subtipos de los linfocitos T CD4+, los cuales son centrales en orquestar la
respuesta inmune.

En un intento de caracterizar el rol inmunosupresor producido en el cancer de
mama, se analizé el efecto de células mamarias de estroma normal y de epitelio
tumoral en la diferenciacion de los linfocitos T CD4+, y el rol que juega TGF-f en este
fenomeno. Para ello se utilizé la linea celular de estroma mamario normal, RMF-EG, y
las lineas celulares de epitelio tumoral mamario, MCF-7 (levemente invasiva) y MDA-
MB-231(altamente invasiva).

Los resultados de la investigacion indican que existe una correlaciéon entre el

nivel de malignidad y el efecto inmunosupresor/pro-tumoral inducido por las lineas

Xi



celulares de epitelio tumoral en los linfocitos T CD4+. Sin embargo se observo que los
fibroblastos normales presentan una predisposicidn a generar un microambiente
regulador en ausencia de otros componentes del estroma. No se encontré una relacion
directa entre los fenomenos descritos y la abundancia de TGF-p.

Nuestros resultados sugieren que las lineas celulares de epitelio tumoral
mamario favorecen la generacién de un microambiente inmunosupresor, aumentando
la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ hacia linfocitos T reguladores y promoviendo

un cambio en el patrén de secrecién de citoquinas hacia un perfil pro-tumoral.
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ABSTRACT

Inflammatory microenvironment in tumors is characterized by the presence of
leukocytes at the tumor, which initially has been associated with a protective role.
However recent studies have shown that tumor cells are capable of modifying their
microenvironment in order to suppress the immunological response and favor their own
growth. The generation of an immunomodulatory microenvironment, including the
involvement of immunoregulatory cells such as regulatory T cells, decreases the anti-
tumor effector immune response, increases the pro-tumor processes and suppressive
immune response.

One of the key cytokines involved in this effect is transforming growth factor beta
(TGF-B), which is highly expressed in breast cancer cells and has been shown to alter
the activation, maturation and differentiation of cells of both the innate and adaptive
immune system. Regarding the adaptive immune responses, several evidences show
that TGF-B has different effects in all subtypes of CD4+ T lymphocytes, which are
central in orchestrating immune responses.

In an attempt to characterize the immunosuppressive role produced on breast
cancer, we analyzed the effect of mammary cells from normal stroma and tumor
epithelium in the differentiation of CD4 + T lymphocytes, and the role of TGF-f in this
phenomenon. For this purpose, stromal normal mammary cell line RMF-EG, and tumor
mammary cell lines, MCF-7 (slightly invasive) and MDA-MB-231 (highly invasive) were
used.

The results of this study indicate that there is a correlation between the level of

malignancy and the immuncsuppressive/pro-tumoral effect induced by epithelial tumor
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cell lines on CD4 + T lymphocytes. However it was found that normal fibroblasts show a
predisposition to generate an immunosuppressive microenvironment in absence of
other stromal components. However, a direct relationship between the phenomena
described and the abundance of TGF-f} was not found.

Our results, suggest that tumor epithelium mammary cell lines favor the
establishment of an immunosuppressive microenvironment by increasing the
differentiation of CD4 + T lymphocytes to regulatory T celis and promoting a change in

the cytokine secretion pattern towards a pro-tumor profile.
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I. INTRODUCCION

1.1 Introduccidn al Sistema Inmune

El sistema inmune es el conjunto de organos, tejidos, células y factores solubles,
cuya funcion fisiolégica es defender el organismo. La respuesta inmune es la accion
coordinada del sistema inmune desplegada contra un antigeno, el cual puede inducir
una respuesta de tolerancia hacia lo propio, o de inmunidad frente a macromoléculas
(proteinas, polisacaridos, etc.) y compuestos quimicos que sean reconocidos como
ajenos, o no propios, por el organismo. La respuesta inmune inicial comienza a través
de la inmunidad innata que contempla las primeras reacciones de defensa que se
desencadenan frente al dafic de tejidos o al reconocimiento de un agente patdgeno.
Esta constituida por mecanismos de defensa celulares y bioquimicos compuestos por
barreras fisicas y quimicas (epitelios y sustancias antimicrobianas formadas en sus
superficies), células fagociticas (células dendriticas, neutréfilos, macréfagos vy linfocitos
natural killer) y factores solubles (el sistema del complemento, moléculas mediadoras
de inflamacién, citoquinas, quimioquinas, etc.). Estos mecanismos son especificos
contra estructuras comunes de microorganismos patogenos y no distinguen diferencias
sutiles entre los antigenos derivados de éstos, pero producen una respuesta rapida
que elimina el patégeno y/o repara el tejido. Por otra parte, ademas de la respuesta
inmune innata existe la respuesta a través de la inmunidad adaptativa que posee una
gran especificidad frente a una alta diversidad de antigenos y la propiedad de
responder con una mayor eficacia gracias a la creacién de memoria a partir de

exposiciones repetidas a un antigeno. Esta compuesta por los linfocitos T y B y sus



productos de secrecién (citoquinas, anticuerpos, etc.), que desencadenan la respuesta

inmune celular y humoral, respectivamente (Abbas, y col., 2008a).
1.1.1 Respuesta Inmune Adaptativa Celular

La respuesta inmune celular corresponde a aquella gque elimina las infecciones
intracelulares, fomentando la destruccién de los microorganismos fagocitados por
células especializadas (como macréfagos), o la destruccién de células infectadas para
suprimir los reservorios de la infeccion. Esta labor la llevan a cabo los linfocitos T, los

cuales pueden ser de ayuda o cooperadores (CD4+) o citotdxicos (CD8+).

Para el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa, los antigenos son en primer
lugar presentados a linfocitos T virgenes (linfocitos que no han estado previamente
expuestos a su antigeno) por las células dendriticas, las que se caracterizan por ser
células presentadoras de antigeno (APC) profesionales. Las ceélulas dendriticas se
ubican en la periferia, donde ocurre el dafo al tejido o la entrada del agente patégeno,
y se encargan de captar los antigenos microbianos, procesarlos y sufrir un proceso de
maduracion que involucra la expresion de moléculas de co-estimulacién y la migracion
hacia los érganos linfoides. En estos 6rganos las células dendriticas se encuentran con
los linfocitos T virgenes, los activan y desencadenan la respuesta inmune. Para tal
efecto, las células presentadoras de antigeno cuentan con moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC-II), mediante las cuales presentan fragmentos
peptidicos a los linfocitos T. El reconocimiento del complejo MHC-péptido se realiza
mediante el receptor de linfocitos T llamado TCR, que es de distribucion clonal, es

decir, clones de linfocitos T con diferentes especificidades expresan TCR distintos.



Ademas, los linfocitos T sufren un procesc de diferenciacion, el cual les permite
adquirir una funcién efectora de acuerdo a la amenaza que deben enfrentar. Para esto,
requieren no solo del reconocimiento antigénico ya mencionado, sino también de
sefiales de coestimulacion, que son proporcionadas por moléculas coestimuladoras
expresadas en la superficie de las APC. La via mejor caracterizada es mediada por
CD28, un recepter de membrana de los linfocitos T que se une a moléculas
coestimuladoras B7 expresadas en las APC profesionales. Una tercera sefal que
determina la funcionalidad de los linfocitos T son las citoquinas presentes al momento
de la activacion, lo que les permite diferenciarse en distintos linajes de acuerdo a la

funcion que se necesite llevar a cabo.

El proceso descrito anteriormente es el que ocurre de manera natural en el
organismo, sin embargo, se han desarrollado técnicas para activar y diferenciar los
linfocitos in vitro, siendo una de las mas conocidas la utilizacién de anticuerpos
maonaoclonales que reconocen las proteinas CD3, encargada de transducir la sefial que

lleva a la activacion, y CD28, encargada de la coestimulacion (Abbas, y col., 2008b).

1.1.2 Linfocitos T CD4+

Los linfocitos T CD4+ juegan un rol central en el sistema inmune, ya que ayudan
a la diferenciacion de los linfocitos B para producir anticuerpos, regulan la funcién de
los macréfagos, aumentan y mantienen las respuestas de los linfocitos T CD8+, dirigen
respuestas inmunes contra una gran variedad de patdgenos y regulan las respuestas
inmunes para controlar la autoinmunidad y ajustar la magnitud y persistencia de las

respuestas.



Su diversidad funcional se explica en la diferenciacion que pueden sufrir los
linfocitos T CD4+ virgenes una vez que son activados bajo distintas condiciones de
polarizacion, criginando diversos linajes de linfocitos T hefper o cooperadores (Th).
Basicamente se reconocen al menos cuatro tipos de linfocitos T CD4+: Th1, Th2, Th17
y T reguladores (Tregs). En relacion a los linfocitos Th1 y Th2, la polarizacion esta
determinada principalmente por las citoquinas interleuquina (IL) 12 e I[L-4
respectivamente. Los linfocitos Th1 expresan T-bet como factor de transcripcion
maestro y producen interferdn-y (IFN-y), TNF-a e IL-2, lo cual activa los sistemas de
defensa contra patégenos intracelulares y las respuestas anti-tumorales. Los linfocitos
Th2 expresan el factor de transcripcion maestro GATA-3 y secretan I1L-4, 13 y 5, que
son esenciales para la produccién 6ptima de anticuerpos y eliminacién de patogenos
extracelulares. Un exceso de estas respuestas sin embargo, puede llevar a
inmunopatologias. Una exacerbacion de la respuesta Th1 estd asociada con diversas
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, mientras que un exceso en la produccion
de citoquinas derivadas de los linfocitos Th2 esta involucrado en enfermedades
atopicas que incluyen el asma alergica (Murphy & Reiner, 2002). La polarizacion de los
linfocitos T CD4+ hacia linfocitos Th17 esta controlada por el factor de transcripcion
maestro RORyt y ocurre en presencia de TGF-, IL-6 e [L-13, mientras que IL-21 e IL-
23 favorecen la estabilidad y mantencién del fenotipo. Los linfocitos Th17 secretan IL-
17A, IL-17F, IL-21, IL-22 y CCL20, y contribuyen a la inflamacién y a la autoinmunidad,

sin embargo su rol en el cancer permanece sujeto a debate (Bailey, y col., 2014)

1.1.2.1 Linfocitos T reguladores

El altimo linaje principal de los linfocitos T CD4+, los linfocitos Tregs, representan

alrededor del 2-4% de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) totales



(Baecher-Allan, y col., 2004). Son esenciales para mantener la homeostasis inmune y
se han relacionado ademas con Ila tolerancia oral, la inmunidad intestinal y el cancer
(Bilate & Lafaille, 2012). Los linfocitos T reguladores se pueden generar en el timo
durante el desarrollo (Treg naturales, nTreg) o en la periferia ante condiciones
polarizantes que principalmente inducen la expresion de su factor de transcripcion
maestro, Foxp3 (Treg inducidos, iTreg). Mientras que en los ratones es claro que los
iTregs se generan por TGF-B, IL-2 y acido retinoico (RA) y producen citoguinas
inmunosupresoras como IL-10 y TGF-f3, en humanos existen sélo algunas evidencias
gue apuntan a que la combinacion de TGF-B/IL-2 podria inducir iTregs, sin embargo no

esta del todo definido qué citoquinas producen (Laurence & O’Shea, 2007).

El factor de transcripcion Foxp3 es el regulador clave de la generacion y funcion
de los linfocitos Tregs, lo que se evidencia en que mutaciones en este factor llevan a
una carencia funcional de las células Tregs que desencadena miltiples enfermedades
autoinmunes (Bilate & Lafaille, 2012). Otros reportes afirman que la expresion
sostenida de Foxp3 en células activadas puede conferir capacidades regulatorias, y
que su expresion alta y estable es requerida para la funcién supresora (Sakaguchi, y
col., 2010). Foxp3 actia mediante una regulacion negativa de genes relacionados a la
activacién de linfocitos T y sus citoquinas, y una sobre regulacion de citoquinas y de
moléculas inmunosupresoras. Ademas se ha reportado que actlia en sinergia con otros

factores de transcripcion, como NF-xB, Nrda y NFAT (Luo & Li, 2013).

En relacion a la funcion supresora de los linfocitos Tregs se han descrito cuatro
mecanismos generales: secrecidn de citoquinas inhibitorias, citdlisis, disrupcion
metabdlica y alteracion de las células dendriticas (Vignali, y col., 2008). En humanos,

se han descrito dos mecanismos principales: supresion dependiente de contacto que



incluye la lisis de linfocitos T convencionales mediada por granzima A e induccién de
apoptosis en células convencionales mediante la interaccion CD95-CD95L. Ofro
mecanismo recientemente descrito es la supresion mediada por citoquinas, que incluye
la atenuacion de la funcién de las células dendriticas y la conversion de células T

convencionales a linfocitos Treg mediada por IL-10 (Sakaguchi, y col., 2010).
1.2 Cancer

Cancer, es el término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades
que pueden afectar a cualquier érgano. Su caracteristica principal es la proliferacion
rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales,

pudiendo invadir zonas adyacentes o propagarse a otros organos (metastasis).

De acuerdo a estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
cancer es una de las principales causas de muerte a escala mundial, causando 8,2
millones de defunciones en el afio 2012, cifra que se estima seguird aumentando. Los
que tienen un mayor indice de mortalidad anual son los canceres de pulmon,
estdmago, higado, colon y mama. A nivel nacional y de acuerdo a estadisticas del
Ministerio de Salud, en el afio 2011 el cancer se ubicé como la segunda causa principal

de muerte y la tasa de mortalidad por cancer mamario en mujeres fue de un 15,5%.

En la literatura se han descrito ciertas propiedades caracteristicas o capacidades
biologicas adquiridas durante el desarrollo tumoral. Hasta el afio 2000 se habian
descrito seis atributos principales: sefial proliferativa sostenida, evasion de los
supresores dél crecimiento, activacién de la invasion y metastasis, capacidad de
inmortalidad replicativa, induccién de angiogénesis y resistencia a la muerte celular

(Hanahan & Weinberg, 2000). Investigaciones mas recientes han afadido dos



caracteristicas emergentes: la desregulacién energética celular, que permite modificar
o reprogramar el metabolismo para respaldar la proliferacién neoplasica, y la evasién
inmune que permite evitar la destruccién inmunclogica por linfocitos T y B, macréfagos
y células natural killer. Asimismo, se han descritc dos caracteristicas consecuentes de
la neoplasia que facilitan la adquisicién de estas capacidades bioclégicas: inflamacién
promotora de tumor y mutacion e inestabilidad en el genoma (Hanahan & Weinberg,
2010). Asl, actualmente se acepta la existencia de un microambiente tumoral, que
incluye no sélo las células neoplasicas, sino también el estroma y las células del mismo

asociadas al tumor que juega un papel central en el desarrollo tumoral.

El estroma estd formado por la matriz extracelular (MEC), compuesta de
proteoglicanos, &acide hialurénico, colagéno, fibronectina, laminina, y de células
estromales. Estas ultimas incluyen las células mesenquimales de soporte, como
fibroblastos, adipocitos, etc.; células del sistema vascular y células del sistema inmune
(Egeblad, y col., 2010). Bajo condiciones fisiolégicas, la MEC brinda soporte e
informacion contextual a las celulas y es producida por los fibroblastos y por las células
epiteliales, las cuales se asocian en capas polarizadas; las células endoteliales
proveen nutrientes y oxigeno y las células del sistema inmune combaten patégenos y
remueven células apoptoticas. Ocasionalmente, las sefiales intracelulares que definen
el contexto normal fallan y ocurren alteraciones que pueden llevar al movimiento de las
capas epiteliales y a su proliferacion, por ejemplo ante una herida. Esas condiciones
son temporales y reversibles, sin embargo cuando la inflamacién es persistente, ocurre
un aumento en la produccion de proteasas, tales como las metaloproteinasas de matriz
(MMPs) producidas por los fibroblastos, que pueden degradar la MEC, y juntc con

factores producidos por las células del sistema inmune, promover la proliferacién



anormal. Una vez que este proceso progresa, la organizacion normal del érgano es
reemplazada por un desorden estructural y funcional, donde células epiteliales pre
existentes que tuvieran potencial tumorigénico pueden comenzar a proliferar, o las
interacciones anormales pueden causar inestabilidad gendmica y la adquisicién de un
potencial tumorigénico (Bissell & Radisky, 2001). Finalmente el microambiente tumoral
puede favorecer la transicion epitelial-mesenquimal (EMT), usualmente asociada con la
pérdida de la diferenciacion y polarizacidn epitelial y la ganancia de un fenotipo
mesenquimal. Si bien este proceso juega un papel fundamental durante el desarrollo,
se ha descubierto que también tiene un rol en la progresién tumoral, ya que induce un
aumento en la motilidad y la invasion, permitiendo a las celulas tumorales adquirir la
capacidad de infiltrar tejidos adyacentes y luego generar metastasis en sitios distantes
(Kong, y col., 2011). De este modo, la asociacion funcional de las células cancerigenas
con el tejido que las rodea forma un “nuevo oOrgano” que cambia de acuerdo al

progreso de la malignicencia y puede llevar al desarrollo de metastasis y a la muerte.

1.2.1 Cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia que posee mayor indice de mortalidad en
mujeres en Chile, y pese a que existen tratamientos como la quimioterapia o la
radioterapia, la heterogeneidad de este tipo de cancer dificulta el desarrollo de una

terapia generalizable a toda la poblacién de mujeres que padecen la enfermedad

Una clasificacion que facilita el estudio del cancer de mama esta basada en la
caracterizacion molecular, principalmente basada en los receptores a hormeonas. Los
receptores principales son el de progesterona (PR) y el de estrogeno (ER) y cuando

cualquiera de ellos esta presente, se dice que el cancer es receptor hormonal positivo.



Estos canceres suelen crecer mas lentamente y usualmente responden a la terapia
hormonal. Otra caracteristica molecular es el nivel de expresiéon del oncogen Erb-B2
que codifica la proteina Her2/neu, que esta sobre expresada en alrededor de uno de
cada cinco canceres, y se relaciona con un mayor nivel de agresividad, crecimiento y
rapidez de propagacion. Tanto los receptores como el oncogen, se consideran

marcadores Utiles en la determinacion del tratamiento idéneo de los pacientes.

1.2.1.1 Modelos de estudio de cancer mamario

Las lineas celulares han sido un elemento clave en el estudic de Ila
carcinogénesis tumoral, de las vias de transduccion de sefales y de nuevos blancos
terapéuticos para el cancer de mama. Dos lineas celulares de cancer mamario
ampliamente utilizadas son MCF-7 y MDA-MB-231. La linea MCF-7 es una linea
humana de adenocarcinoma mamario derivada de una efusién pleural, que posee
morfologia epitelial y expresa receptores de estrégeno y progesterona. Si bien se ha
reportado que esta linea es tumorigénica en ratones sélo se produce metastasis con
suplementacion de estrogeno, por lo que se considera déhiimente invasiva (Subik, y
col., 2010). Por otra parte, la linea MDA-MB-231 es una linea humana de
adenocarcinoma mamario derivada de una efusion pleural, de morfologia epitelial triple
negativa, ya que no expresa ER, PR, ni Her2/neu. Ademas presenta altos niveles de
expresion de Ki-67, una proteina expresada durante el ciclo celular en células en
proliferacién. Esta linea se considera fuertemente invasiva (Subik, y col., 2010). Por
otra parte, el desarrollo de lineas del tipo estromal ha permitido estudiar la potencial
influencia de esos componentes en el fendmeno tumoral. Una de ellas es RMF-EG,
una linea de fibroblastos estromales mamarios humanos inmortalizados con

telomerasa humana, desarrollada a partir de una muestra de mamoplastias reductivas



y donada a nuestro laboratorio por la Dra. Ch. Kupperwasser de Tufts University. Los
fibroblastos son diploides, comparten las caracteristicas de los fibroblastos normales y
no son tumorigénicos (Kupperwasser, y col.,, 2004). Como los mencionados, existen
multiples modelos de estudio que intentan dilucidar los procesos biolégicos complejos

involucrados en el cancer de mama.

1.3 TGF-

TGF-p es una citoquina pleiotropica perteneciente a la familia de factores de
crecimiento transformante beta (TGF-f3), que se encuentra ampliamente distribuido en
el organismo, siendo expresado por células epiteliales, endoteliales, hematopoyéticas,
neuronales y células del tejido conectivo, como los fibroblastos. Existen tres isoformas
(TGF-p1, 2 y 3) que son codificadas por genes distintos y son expresadas
especificamente de acuerdo al tejido y al periodo del desarrollo. TGF-31 es expresado
en células del tejido conectivo, endoteliales y hematopoyéticas; TGF-B2 en celulas
epiteliales y neuronales y TGF-33 inicialmente en células mesenquimales. TGF-p tiene
multiples funciones: regula la proliferacién y diferenciacion celular, el desarrolio
embrionario, la reparacion de tejidos y la angiogénesis (Blobe, y col., 2000). Ademas

se le ha asociado un rol regulador en el sistema inmune (Flavell, y col., 2010).

La forma activa de TGF-f es un dimero de 25kDa en el que dos cadenas
polipeptidicas interactian mediante un enlace disulfuro e interacciones hidrofébicas. Es
iniciaimente sintetizado como una proteina precursora, la cual es procesada a una
forma inactiva (latente) compuesta de TGF-f maduro unido no covalentemente al
remanente amino terminal del precursor llamado peptido asociado a latencia (LAP).

Para poder ejercer su funcién, TGF-f debe ser liberado mediante activacion
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proteolitica, lo que puede ser realizado por multiples proteasas, entre las que se
encuentran las metaloproteinasas (MMPs) u otros mecanismos como la integrina avp6.
Ademas el TGF-p latente puede ser unido a la matriz extracelular por la proteina de
unién a TGF-B latente (LTBP; Munger, y col, 1997). Para desencadenar sus efectos
biolégicos, TGF-B se une a los receptores de TGF-p tipo | (TBR-1} y tipo Il (TBR-I1), que
contienen Ser-Thr kinasas en su dominio intracelular, capaces de sefalizar a través de
proteinas Smad. Estas, junto con otros factores de transcripcién, finalmente regulan la
transcripcién de genes de respuesta a TGF-B. La via de sefializaciéon y sus distintos

componentes se muestran en la figura 1.

Ragulacién Génica )

Figura 1. Via de Sefializacién de TGF-. TGF-5 se une al receptor de TGF-p tipo Il (TBR-II), que recluta

y fosforila al receptor de TGF-B tipo | (TBR-1), ALK5. El TBR-I activado induce la fosforilacion de las
proteinas Smad2 o Smad3 (Smad2/3), las cuales forman un complejo heteromérico con Smad4. El
complejo es translocado desde el citoplasma al nucleo, en el cual interactia de manera célula especifica
con otros factores de transcripcién para regular la expresion de genes de respuesta a TGF-p y mediar los

efectos celulares de esta citoquina (Schmierer & Hill, 2007)
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1.3.1 El rol de TGF-3 en el cancer

TGF-B juega un rol dual y paraddjico en el cancer, debido a su pleiotropia y
accién altamente dependiente del contexto. En células normales, es decir, es una fase
pre-maligna de la carcinogénesis, actia a través de su via de sefializacion y bloquea el
ciclo celular en estadio G1 para inhibir la proliferacién, inducir la diferenciacion y
promover la apoptosis. Durante la transformacién de una célula normal a una célula
tumoral, ésta puede volverse resistente al efecto inhibitoric de TGF-, debido, entre
otras causas, a que varios componentes de la via de sefializacion de TGF-f pueden
sufrir mutaciones. Tales células resistentes proliferan de manera desregulada y junto
con las células estromales que las rodean (como fibroblastos) incrementan la
produccién de TGF-B, el que actia en las células estromales circundantes, células
inmunes y células endoteliales, causando inmunosupresion, angiogénesis, y por tanto
aumentando la invasividad del tumor (Blobe, y col., 2000). Esta dualidad también ha
sido observada en un estudio en cancer de mama en el que se observd que la
activacion de la sefalizacion de TGF-p retrasa significativamente la aparicién de
tumores, sin embargo en etapas posteriores de la enfermedad provoca un aumento
importante de focos metastasicos hacia pulmdn (Siegel, y col., 2003). Asi, se ha
concluido que TGF-B1 esta frecuentemente sobre expresado en el cancer mamario, lo
gue se ha correlacionado con una mayor agresividad, pobre prognosis y progresion

hacia metastasis en estadios avanzados de la enfermedad (Ivanovic, y col., 2003).

Datos de nuestro laboratorio, indican que la produccion de TGF-B por la célula
epitelial esta asociada directamente con la malignidad de la célula productora

{Guerrero et al, 2010). Sin embargo, resulta interesante investigar si la
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biodisponibilidad de ese TGF-p también se correlaciona con la malignidad, ya que
como se menciond, TGF-f se encuentra usualmente asociado a un complejo proteico
que lo mantiene inactivo. Para determinar la abundancia del TGF-p biodisponible o
activo se han desarrollado ensayos basados en vectores que contienen promotores
sensibles a TGF-B, gque inducen una respuesta luminica que se puede correlacionar

con la abundancia de TGF-J3 biodisponible o activo (Abe, y col., 1994).

1.3.2 El rol de TGF-p en el sistema inmune

Multiples células del sistema inmune producen y se ven afectadas por los efectos
de TGF-B, ya que esta citoquina juega un rol fundamental en la regulacion de las
respuestas inmunes durante homeostasis, infeccion y diversas enfermedades. La
isoforma mas altamente expresada en células del sistema inmune es TGF-B1, y se ha
visto que ratones que carecen de ésta, mueren en etapas tempranas por inflamacion
multisistémica (Shull, y col., 1992). TGF-p ejecuta diversos efectos en las células del
sistema inmune, que son modulados por el estado de diferenciacion de la célula y por
la presencia de citoquinas inflamatorias y moléculas de coestimulacion. TGF-3 puede
suprimir o alterar la activaciéon, maduracién y/o diferenciacion de las células natural
killer, células dendriticas (DCs), macréfagos, neutréfilos y linfocitos B, T CD4+ y T

CD8+ (Flavell, y col., 2010).

TGF-B tiene multiples efectos en los linfocitos T CD4+. En relacién al efecto en la
proliferaciéon de los linfocitos T CD4+ humanos se ha visto que tiene un efecto
estimulatorio o inhibitorio dependiendo del estado de diferenciacion, estimulando la

proliferacion de los linfocitos T CD4+ virgenes, y suprimiendo la de los linfocitos T
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CD4+ de memoria (de Jong, y col., 1994). Otro efecto en el que TGF-§ estaria
involucrado es la promocién de la sobrevida en la periferia de los linfocitos T CD4+
virgenes que interactian con baja afinidad hacia los autc-antigenos, con la finalidad de
mantener un repertorio diverso de células T. Ademas, se ha identificado que regula la
tolerancia periférica mediante supresion inmune activa o regulacion directa de los
linfocitos efectores (Th1, Th2). En relacion a la diferenciacion de los linfocitos T CD4+,
existen evidencias que apuntan a que TGF-B inhibe los subtipos Th1 y Th2
suprimiendo sus factores de transcripcion maestros T-bet (Neurath, y col., 2002) y
GATA-3 respectivamente (Kuwahara, y col., 2012). Ademas, TGF-p combinado con
otras citoguinas, puede inducir la diferenciacién de células T CD4+ virgenes a linfocitos
Th17 o bien a iTreg, lo que las lleva a adquirir actividad supresora, principalmente

mediada por la induccién de la expresion de Foxp3 (Chen, y col., 2003).

1.4 El rol del sistema inmune en el cancer

El microambiente tumoral esta caracterizado por la presencia de leucocitos del
huésped en las areas del tumor y del estroma. Inicialmente esto se relaciond sélo con
un rol protector, en el cual las células del sistema inmune reconocen y destruyen
clones de células propias transformadas antes de que se conviertan en tumores, o las
matan después que se hayan transformado (Burnet, 1970). A este rol protector se han
asociado los linfocitos Th1, ya que secretan IFN-y, TNF-a e IL-2, citoquinas que activan
las respuestas anti-tumorales en las células reclutadas del sistema inmune innato, y en
los linfocitos T citotoxicos, favoreciendo la destruccion del tumor (DeNardo &
Coussens, 2007). Ademas, un estudio realizado en pacientes con cancer

gastrointestinal demostré que los linfocitos de sangre periférica (PBL) y los del

14



linfonodo drenante (LNL) de pacientes con cancer contenian una menor proporcién de

linfocitos Th1 en relacién a los PBL de donantes sanos (Nakayama, y col., 2000).

Por ofra parte, si las células no son eliminadas en esta primera fase, el sistema
llega a un equilibrio, en el que el tumor persiste, pero su expansion es prevenida por la
presion inmune. Finalmente, ocurre un desbalance que permite el desarrollo tumoral
como resultado de la extenuacidn o inhibicion de la respuesta inmune o de
mecanismos de evasiéon inmune desplegados por el tumor (Gavin, y col., 2006). Este
rol dual de la respuesta inmnune se ha enconfrado tanto en el sistema inmune innato,
como en el sistema inmune adaptativo, sin embargo se ha descrito que las respuestas
inducidas por linfocitos T y B son capaces de regular la bioactividad y la progresién
tumoral asociada a células del sistema inmune innato, lo que sitGa a las células
linfoides como reguladores centrales de la respuesta inmune. Particularmente, la falla
en el control de la progresion fumoral se ha asociado principalmente con la presencia

de linfocitos Tregs en el microambiente tumoral (Whiteside, 2008).

El estudic de los linfocitos infiltrantes del tumor realizado en un modelo de
melanoma murino revelé que tante los linfocitos Th17 como los Tregs se encontraban
incrementados, siguiendo el desarrollo del tumor y alcanzandc su maximo nivel en
tumores avanzados (Kryczek, y col., 2007). Otro estudio, realizado en pacientes con
carcinoma ductal invasivo (IDC) de mama, encontrdo un aumento en la infiltracién de
linfocitos CD4+Foxp3+ en el microambiente tumoral, los cuales tenian una expresién
incrementada de Foxp3 y otras moléculas relacionadas con su funcién supresora como
GITR y CTLA-4. En este estudio el aumente en la infiltracion de células CD4+Foxp3+
se atribuyd al reclutamiento de estas dltimas mediado por la interaccion CCR4/CCL22

expresados por los linfocitos Tregs y por las células del tumor respectivamente. Otro
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hallazgo relevante de este estudio fue que la estimulacién in vitro de linfocitos CD4+ y
CD8+ de pacientes con IDC producia mayores cantidades de IL-17A, y dado que esta
citoquina se ha relacicnade con un aumento en la produccion de mediadores de la
angiogénesis como VEGF y de metaloproteinasas claves en la metastasis como MMP-
2 y MMP-9, IL-17A también podria tener un rol pro tumoral. Asi la acumulacion de
células Th17 y de Tregs en el sitio del tumor contribuiria a la progresion de la
enfermedad (Benevides, y col., 2013). Otro estudio de los linfocitos infiltrantes del
tumor en cancer de mama, mostré un incremento en la poblacién Th17 que seria
producto del reclutamiento de estas células mediado por la expresién de CCL-2 y CCL-
5 de parte de las células del tumor y de los fibroblastos del microambiente tumoral, las
cuales ademas producirian citoquinas pro-inflamatorias que contribuirian con la

expansién de los linfocitos Th17 (Su, y col., 2010).

De este modo, el aumento en los linfocitos Tregs y Th17 infiltrantes del tumor ha
sido relacionado con un aumento en el reclutamiento de éstas células hacia el sitio del
tumor, sin embargo se sabe muy poco sobre el efecto de las celulares tumorales en la
diferenciacion de los linfocitos T CD4+. De hecho, en cancer de mama no existen
reportes al respecto, sin embargo un estudio realizado con lineas celulares de cancer
gastrico, demostré que éstas son capaces de inducir linfocitos Tregs mediante la
induccién de la expresion de Foxp3+ en linfocitos T CD4+, y que éste efecto estaria
mediado por TGF-p1 (Yuan, y col., 2011). Asi, seria interesante estudiar si el aumento
en los linfocitos Tregs y Th17 sélo es causado por el reclutamiento de estas células, o
si ademas las células tumorales mamarias son capaces de inducir la diferenciacién de

los linfocitos TCD4+ hacia estos fenotipos que favorecen al desarrollo del tumor.
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2 HIPOTESIS

La produccién de TGF-B por el epitelio tumoral mamario favorece la generacion
de un microambiente inmunosupresor que modula la diferenciacion de los linfocitos T

CD4+.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Estudiar el efecto de estroma mamario normal y de epitelio tumoral en la

diferenciacién de los linfocitos T CD4+.

3.2 Obijetivos Especificos

» Determinar la abundancia de TGF-B bioactivo en cultivos de células humanas de
estroma normal y de epitelio tumoral.

+ Determinar el patron de secrecion de citoquinas en co-cultivos de linfocitos T
CD4+ con células de estroma normal, de epitelio tumcral o con los medios
condicionados por las lineas celulares.

« Determinar el fenotipo de las distintas poblaciones de linfocitos T CD4+,
diferenciados desde co-cultivos con células de estroma mamario normal, de
epitelic tumoral o con medios condicionados por las lineas celulares.

« Determinar la influencia de TGF- en el efecto del estroma normal y del epitelio

tumoral en la diferenciacion de los linfocitos T CD4+.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Anticuerpos y Reactivos.

Para los analisis con citometria de flujo, se utilizaron los siguientes anticuerpos
anti-humano: CD4-FITC (Biolegend), CD4-APC (Biolegend), IL-17A-Alexa488 (BD
Pharmingen), IFN-y-PE (Biolegend) y Foxp3-APC (eBioscience). Para los experimentos
de activacién policlonal in vitro de los linfocitos T CD4+ purificados, se utilizaron los
anticuerpos monoclonales anti-CD3 (aCD3; eBioscience) y anti-CD28 (aCD28;
Biolegend). Para la curva de dosis respuesta a TGF-p, se utilizé TGF-1 recombinante
(R&D systems). Para los experimentos de determinacion de linfocitos T reguladores, se
utilizd el “Human Regulatory T Cell Staining Kit #2” (eBioscience). Para los
experimentos de determinacién de citoquinas intracelulares se utilizé el “BD
Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit with BD GolgiStop™ protein transport
inhibitor containing monensin” (BD Biosciences), lonomicina (Sigma-Aldrich) y PMA
(Forbol-12-miristato-13-acetato, Sigma). Para la determinacién del patrén de citoquinas
secretado por las células, se utilizd el “BD Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit” (BD Biosciences). Para los experimentos de proliferacion
se utilizé CFSE (Succinimidil éster de carboxi-fluoresceina, eBioscience). Otros
reactivos utilizados para descartar las células muertas fueron Viability Dye (Fixable
Viability Dye eFluor 780, eBioscience) y Pl (yoduro de propidio, Sigma-Aldrich). En
algunos experimentos se utilizé el inhibidor del receptor tipo | de TGF-B (TPR-I),
SB431542 (TOCRIS bioscience) y como control del vehiculo se utilizo dimetilsulfoxido
(DMSO, Merck). Para los experimentos de determinacién de TGF-B se utilizo el “Dual-

Luciferase® Reporter Assay” (Promega).
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4.2 Lineas celulares y preparacion de medios condicionados.

Las células de epitelio tumoral mamario humano MCF-7 y MDA-MB-231, fueron
obtenidas desde ATCC (Manassas, VA, USA), y se cultivaron en medio DMEM/F12
(GIBCO, Life technologies), suplementado con 10% FCS. Las células RMF-EG de
estroma mamario normal inmortalizado fueron amablemente donadas por la doctora
Charlotte Kuperwasser (Tufts University, Boston, MA, USA). Las celulas AD-293
(células derivadas de HEK293 con mayor capacidad de adhesion) fueron obtenidas
desde Agilent Technologies (Santa Clara, California, USA). Las células RMF-EG y las
AD-293 fueron cultivadas en medio DMEM (GIBCO, Life technologies) suplementado
con 10% FCS. Todas las células fueron mantenidas en una atmoésfera humidificada a
37°C, 5% CO,. Para preparar los medios condicionados, las células fueron cultivadas
en las condiciones previamente mencionadas a una densidad aproximada de 10°
células/cm?®. Cuando el cultivo alcanzé un 80% de confluencia, las células se lavaron
con PBS (GIBCO, Life Technologies) y posteriormente se incubaron por 48 horas en
medio libre de suero. Transcurrido este tiempo el medio se colecté y centrifugé por
minutos a 800 x g a 4°C. Los medios condicionados fueron filtrados con filiros de

0,45um (Biofil, TCL) y almacenados a -20°C para su posterior utilizacién.
4.3 Separacion de PBMCs desde sangre periférica.

Se obtuvo sangre periférica de trece voluntarios sanos mediante venopuncion.
Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron aisladas por un
gradiente de densidad de Ficoll, utilizando el Lymphocyte Separation Medium
(GeneXpress). Para realizar el gradiente, 20mL de sangre se diluyeron 1:1 en PBS y
se agregaron cuidadosamente sobre 10mL de Ficoll en un tubo de 50mL.

Posteriormente el tubo se centrifugd 20 minutos a 450 x g en una centrifuga Beckman
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TJ-6. Se rescatd el anillo de PBMCs y se lavaron las células dos veces con 30mL de
PBS para descartar los restos de Ficoll. Las PMBCs se contaron y se separaron

1,2x10° células para la determinacion del fenotipo inicial.
4.4 Aislamiento de linfocitos T CD4+.

Las PMBCs restantes se utilizaron para separar linfocitos T CD4 mediante
seleccién inmunomagnética utilizando anti-human CD4 microbeads (Miltenyi Biotec).
Para tal efecto las PBMCs se centrifugaron a 600 x g por 7 minutos a 4°C, y el pellet se
resuspendié en 80ul de buffer MACS (verseno + 0,5%FCS) por cada 10’ células.
Luego se agregaron 10ul de MACS CD4 por cada 10’ células y se incubaron por 20
minutos a 4°C en rotacién. Transcurrido este tiempo, se lavaron las células con 10mL
de buffer MACS. El pellet se resuspendié en 1mL de buffer MACS y las celulas se
separaron utilizando columnas LS (Miltenyi Biotec) y el iman MACS MultiStand con el
QuadroMACS™ Separator (Miltenyi Biotec). La columna se lavé previamente con 3mL
de buffer MACS, luego se pasé la muestra, y se realizaron tres lavados con 3mL de
buffer MACS, lo que originé la fraccion negativa de la separacion. Desde esta se
separaron 0,2x10° células para el fenotipo inicial. La fraccion positiva formada por los
linfocitos T CD4 se eluyo con 6mL de buffer MACS. Los linfocitos T CD4 de la fraccion

ositiva se contaron, y se separaron 0,2x10° células para el fenotipo inicial.
p

4.5 Preparacidon Experimentos de Co-Cultivo

Las células RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 se sembraron en placas de 24
pozos P24 (Orange, TCL) en 1mL de medio DMEM/F12 suplementado con 10%FCS.
Se sembraron 0,02x10° células RMF-EG, 0,04x10° células MCF-7 y 0,02x10° células

MDA-MB-231 por pozo respectivamente, 24 horas antes del co-cultivo.
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4.6 Cultivo de linfocitos T CD4+ en contacto directo con las lineas RMF-EG,
MCF-7 Y MDA-MB-231, o con sus medios condicionados.

Los linfocitos T CD4 fueron aislados como se describié previamente, y se lavaron
del buffer MACS con DMEM/F12+10%FCS. Posteriormente, en los experimentos de
co-cultivo se descartd todo el medio de cultivo de las células adherentes sembradas 24
horas antes y se agregaron cuidadosamente 0,5x10° linfocitos T CD4 en
DMEM/F12+5%FCS, con un volumen final de 1mL por pozo. En los experimentos de
cultivo con los medios condicionados se utilizaron los condicionados por RMF-EG,
MCF-7 o MDA-MB-231 al 50% (concentracién éptima tras probar 25%, 50% y 75%) en
placas de 24 pozos (P24), y luego se agregaron 0,5x10° linfocitos T CD4+, de modo de
dejar un volumen final de 1mL con medio DMEM/F12+5%FCS. En los experimentos de
diferenciacion a linfocitos T cooperadores, los linfocitos se activaron con los
anticuerpos aCD3 (1ug/mL) y aCD28 (2ug/mL). En algunos experimentos, se utilizé el
inhibidor de TBR-I, SB431542, diluido en DMSO con una concentracién final de 10uM.
Como control de vehiculo se agregé en otro cultivo la misma cantidad de DMSO.

Transcurridos cinco dias, se colectaron los sobrenadantes de los cultivos para
determinar la concentracion de citoquinas por CBA y las células para determinar las

distintas poblaciones de linfocitos T CD4+ (linfocitos Th1, Th17 y Treg).
4.7 Determinacion del porcentaje de linfocitos T cooperadores (Th1 y Th17)

Transcurridos cinco dias, se colectaron las células de los experimentos de co-
cultivo (linfocitos T CD4+ cultivados con las lineas celulares o con los medios
condicionados por las lineas celulares) y se centrifugaron a 800 x g por 5 minutos a
4°C para separar €l sobrenadante y las células. Ademas se tripsinizaron los pozos a

37°C por 5 minutos para rescatar los restos de células adheridos en la placa.
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Posteriormente las células se activaron con PMA (0,25uM), lonomicina (1pg/mL) y
Monensina (2,0uM) por 4 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, las células se
lavaron con PBS+2%FCS y se marcaron por 30 minutos a 4°C en la misma solucion
utilizando el anticuerpo de superficie CD4-APC (1/100) y el reactivo Viability Dye
(1/1000). Posteriormente se realizé marcaje intracelular de las células utilizando el “BD
Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit" de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las células se fijaron y permeabilizaron por 20 minutos a 4°C,
utilizando la solucién Fixation/Permeabilization. Luego, las células se lavaron con Perm
Wash Buffer, y se marcaron en el mismo buffer utilizando los anticuerpos IFN-y-PE
(1/100) e IL-17A-Alexa488 (1/50) por 30 minutos a 4°C. Transcurrido este tiempo las
células se analizaron por citometria de flujo utilizando el citbmetro BD FACSCanto |l

(BD Biosciences).

4.8 Determinacion del porcentaje de linfocitos T reguladores.

Transcurridos cinco dias, se colectaron las células de los experimentos de co-
cultivo (linfocitos T CD4+ cultivados con las lineas celulares o con los medios
condicionados por las lineas celulares) y se centrifugaron a 800 x g por 5 minutos a
4°C para separar el sobrenadante y las células. Ademas se tripsinizaron los pozos a
37°C por 5 minutos para rescatar los restos de células adheridos en la placa. Las
células se analizaron para determinar el porcentaje de células CD4+Foxp3+, y para ello
se utilizd el “Human Regulatory T Cell Staining Kit #2” de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Brevemente, las células fueron marcadas en Staining Buffer utilizando el
anticuerpo CD4-FITC (1/100) y el reactivo Viability Dye (1/1000) por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, las células fueron fijadas y permeabilizadas por tres horas a 4°C,

utilizando el Fixation/Permeabilization Buffer. Transcurridas las tres horas, las células
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se lavaron con Permeabilization Buffer, y se marcaron en el mismo buffer por 18 horas
a 4°C, utilizando el anticuerpo Foxp3-APC (1/50). Finalmente, las células se lavaron en
buffer de permeabilizacion, se resuspendieron en staining buffer y se analizaron por

citometria de flujo utilizando el citometro BD FACSCanto Il (BD Biosciences).

4.9 Determinacién de la proliferacion de los linfocitos T CD4+.

Los linfocitos T CD4 fueron activados con los anticuerpos aCD3 (1ug/mL) y
«CD28 (2ug/mL), marcados con CFSE (5uM) y co-cultivados con las lineas celulares o
con los medios condicionados por las lineas celulares. Transcurridos cinco dias, se
colectaron las células de los cultivos y se centrifugaron a 800 x g por 5 minutos a 4°C
para separar el sobrenadante y las células. Ademas se tripsinizaron los pozos a37°C
por 5 minutos para rescatar los restos de células adheridos en la placa. Las celulas se
analizaron por citometria de flujo utilizando el citémetro BD FACSCanto Il. Las células
muertas se descartaron utilizando yodurc de propidio (1,5 ng/uL por cada 0,5x10°
células), el cual se agregé justo antes de pasar las muestras por el citémetro de flujo.
Para el analisis de la proliferacion se considerd la dilucion del CFSE y se determiné el

porcentaje de proliferacién como la suma de todos los peaks de proliferacion.

4.10 Determinacidn del patron de secrecién de citoquinas

Se colectaron los sobrenadantes de los experimentos de co-cultivo (linfocitos T
CD4+ cultivados con las lineas celulares o con los medios condicionados por las lineas
celulares) tras cinco dias, y se centrifugaron a 800 x g por 5 minutos a 4°C para
separar el sobrenadante libre de restos celulares. Los sobrenadantes se almacenaron
a -80°C para sucesivos analisis de determinacion del patréon de citoquinas. Para elio,
se utilizo el “BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit" de

acuerdo a las instrucciones de manufacturacion. Este kit permitid medir la produccién
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de IL-17A, IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2. Brevemente, se realizé una mezcla de
beads marcadas con cada anticuerpo. 11ul de ésta mezcla se incubd con 11ul del
sobrenadante a analizar y 11ul de reactivo de deteccion, por tres horas a temperatura
ambiente en oscuridad. Después las muestras se lavaron y analizaron por citometria

de flujo utilizando el citbmetro BD FACSCanto Il
4.11 Determinacién de la abundancia de TGF-B bioactivo

Para determinar el contenido de TGF-B se utilizé el “Dual-Luciferase® Reporter
Assay’ (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
sembraron 0,75x10° células AD-293/pozo en placas de 48 pozos. Veinticuatro horas
después las células fueron co-transfectadas con dos plasmidios: el vector pRL-CMV
Vector (Promega), que tiene el promotor constitutivo CMV dirigiendo la transcripcion
del gen que codifica para la proteina luciferasa de Renilla; y el vector 3TP-Luc, que
contiene tres elementos de respuesta a TPA consecutivos y una porcion de la region
promotora de PAI-1, gen blanco de la via de TGF-§, dirigiendo la transcripcion del gen
que codifica para la proteina luciferasa de Luciérnaga, clonado en el pGL2-Basic
Vector (Promega). La mezcla de transfeccion contenia 400ng del vector 3TP-Luc, 10ng
del vector pRL-CMV, 1,2ul de reactivo de transfeccién TransIT®-2020 (Mirus) en 40pl
de DMEM sin suero, por pozo, y se dejé 30 minutos a temperatura ambiente para que
se formaran los complejos de transfeccion. Luego, las células se transfectaron por 6
horas agregando 40ul de mezcla en un volumen final de 300ul de DMEM por pozo.
Pasadas las 6 horas, las células se lavaron con PBS y se estimularon con medio
condicionado proveniente de las lineas celulares, en una relacion 1:3 con respecto a

medio fresco DMEM en un volumen final de 300pl. Las células se estimularon 16 horas
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(tiempo éptimo de estimulacion) y luego se lisaron utilizando el buffer de lisis pasiva del
kit “Dual-Luciferase® Reporter Assay”. Posteriormente se determiné la luminiscencia
en la muestra, agregando el reactivo LAR |l del kit, que es sustrato de la luciferasa de
luciérnaga. Luego, se detuvo la reaccion utilizando el sustrato Stop&Glow, el cual
ademas es sustrato de la luciferasa de Renifla. Finalmente se establecié la razén entre
la luminiscencia generada por la luciferasa de luciérnaga y la de Renilla, y se
normalizaron todos los resultados con respecto al control (estimulacién de las células
AD-293 sélo con medio fresco), obteniéndose las unidades relativas de luminiscencia

(URL) para cada punto experimental.
4.12 Analisis y procesamiento de datos

Todos los datos obtenidos por citometria de flujo se analizaron con el software
FlowlJo v8.7. La Unica excepcion fueron los datos del patrén de secrecion de
citoquinas, los cuales se analizaron en el BD FACS DIVA Software, y posteriormente
en el BD CBA Software — CBA 8 Bead Analysis. Para todos los anélisis de citometria
de flujo se considerd una gate linfoide de acuerdo a los parametros de SSC-Ay FSC-A,
y se descartaron las células muertas utilizando Viability Dye o Pl. Los analisis
estadisticos, los graficos y la regresion polinomial de tercer orden con la posterior
interpolacion de valores, fueron realizados en el software GraphPad Prism 5.0. Se
descartaron los datos fuera de rango u outliers realizando la prueba de Grubbs, para lo
cual se utilizd nuevamente el software GraphPad Prism 5.0. Para todos los analisis
estadisticos se realizaron pruebas t de Student no paramétricas de dos colas (Mann-
Whitney test), excepto para un analisis donde se utilizé la prueba de Wilcoxon. Se
considerd una diferencia significativa entre dos grupos experimentales cuando se

cumplia p<0,05 (* < 0,05, ** < 0,01, ™** < 0,001).
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V. RESULTADOS

51 Produccion de TGF-p de las lineas RMG-EG, MCF-7 y MDA-MB-231.

Debido a que TGF-p juega un rol clave en el cancer de mama y en la
diferenciacion de los linfocitos T CD4+, inicialmente se determiné la cantidad de TGF-j
biodisponible, es decir, con actividad biolégica, producido por las lineas RMF-EG,
MCF-7 y MDA-MB-231. Para ello, se utilizé un bioensayo de luminiscencia basado en
la transfeccién de células AD-293 con un vector que contenia un promotor sensible a
TGF-p acoplado a un gen que codifica la proteina luciferasa. La presencia del factor
activo se determind en medios condicionados por las lineas celulares previamente
mencionadas, l0s que estimularon las células AD-293. Asi, se determind la cantidad de
TGF-B biodisponible de acuerdo a la luminiscencia generada por las muestras. Como
control se estimularon las células AD-293 con medio fresco, y se calcularon las
unidades relativas de luminiscencia (URL) como la luminiscencia de un punto
experimental con respecto a la luminiscencia del control. Luego, para estimar la
cantidad de TGF-B1 de las muestras se realizé una curva de dosis respuesta a TGF-
B1, estimulando las células AD-293 con concentraciones crecientes de TGF-B1
recombinante, desde 0 hasta 2ng/mL (Figura 2, A). Posteriormente, cuando las células
AD-293 fueron estimuladas con los medios condicionados de las lineas celulares se
observé respuesta, y por tanto presencia de TGF-p activo en los medios condicionados

por las tres lineas celulares.

Para determinar el contenido de TGF-B en los medios condicionados, se realiz
una regresién polinomial de tercer orden de la curva de dosis respuesta a TGF-,

utilizando el software GraphPadPrism 5.0. A partir de la interpolacién de los datos de
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los medios condicionados desde la regresién de la curva de dosis respuesta, se obtuvo
que la concentracién de TGF-B en el medio condicionado de RMF-EG (0,140 ng/mL)
era menor que en el de MCF-7 (0,391 ng/mL) y ésta a su vez menor que en el de
MDA-MB-231 (1,226 ng/mL; Figura 2, B). De este modo, una mayor cantidad de TGF-p

biodisponible estaria relacionada con un mayor grado de malignidad.
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Figura 2. Produccion de TGF-B por las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231. Células AD-293 fueron
co-transfectadas con un vector reportero de TGF-f y un vector control y estimuladas con concentraciones
crecientes de TGF-B1 recombinante (n=5) (A), o estimuladas con los medios condicionados por las lineas
RMF-EG, MCF-7 o MDA-MB-231 (n=5) (B) por 16 horas. Posteriormente las células fueron lisadas y se
caleulé la razon entre la luminiscencia de la luciferasa dependiente de TGF-B y de la luciferasa control
interno, obteniéndose la luminiscencia de cada punto experimental. Las unidades relativas de
luminiscencia (URL) fueron determinadas de acuerdo a la luminiscencia de un punto experimental en

relacidn a la luminiscencia de un control estimulado sélo con medio fresco.
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5.2 Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 en la proliferacion

de linfocitos T CD4+.

Dado que se ha atribuido un rol inmunosupresor a las celulas tumorales
presentes en el cancer de mama, que podria estar mediado, entre otros factores, por
TGF-B, y considerando que las tres lineas celulares producen esta citoquina conforme
a su grado de malignidad, analizamos el efecto de las lineas celulares en la activacion
de linfocitos TCD4+ mediada por la proliferacién de éstos. Para ello, linfocitos T CD4+
marcados con CFSE y activados con oCD3 (1ug/mL) y «CD28 (2ug/mL), se co-
cultivaron por cinco dias con las lineas RMF-EG, MCF-7 o0 MDA-MB-231, o con medios
condicionados por estas lineas celulares. El andlisis se realizé mediante citometria de
flujo, seleccionando la poblacion linfoide de acuerdo a los parametros de tamafio y
granulosidad. Ademas se descartaron las células muertas utilizando yoduro de
propidio. Luego, se evalu6 la dilucion del CFSE y se determiné el porcentaje de
proliferacion como la suma de todos los peaks de proliferacion. Solo se consideraron
los experimentos en los que los linfocitos T CD4+ controles fueron activados

correctamente.

Los resultados obtenidos a partir de estos experimentos presentaron una gran
variabilidad (Figura 3), tanto en los porcentajes de proliferacién como en los perfiles o
peaks de proliferacion, y no permiten sacar una conclusion acerca del efecto de las
lineas celulares RMF-EF, MCF-7, MDA-MB-231, o de los medios condicionados por

estas lineas celulares, en la proliferacion de los linfocitos T CD4+.
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Figura 3. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 en la proliferacion de linfocitos T
CD4+. Se determiné el porcentaje de proliferacion de linfocitos T CD4+ marcados con CFSE 5uM y
activados con e«CD3/aCD28 (1ug/mL / 2pg/mL) por si solos (control) o co-cultivados por cinco dias con las
lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 (n=2), o con sus medios condicionados (n=4). T CD4: Linfocitos T

CD4+; LC: Linea Celular; MC: Medio condicionado. Mann-Whitney test. *p<0,05.
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5.3 Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 y de TGF-B, en la

diferenciacién de linfocitos T CD4+ hacia linfocitos T reguladores.

Dado que no se pudo observar un efecto a nivel de la proliferacion de los
linfocitos T CD4+, y considerando la importancia de los linfocitos T reguladores en los
procesos inmuno moduladores del organismo y su rol en el cancer de mama, se evaluo
la diferenciacion de linfocitos T CD4+ hacia linfocitos Tregs inducida por las lineas
celulares. Para ello, linfocitos T CD4+ purificados se co-cultivaron con las lineas
celulares en contacto directo o con sus medios condicionados por cinco dias, después
de los cuales se analizo el porcentaje de células CD4+Foxp3+ por citometria de flujo,
seleccionando la poblacion linfoide por tamafo y granulosidad y descartando las

células muertas mediante el colorante Viability Dye.

Cuando los linfocitos T CD4+ fueron co-cultivados por un periodo de cinco dias
con las lineas celulares en contacto directo, se observé que las tres lineas indujeron un
aumento significativo en el porcentaje de células CD4+Foxp3+, el cual fue levemente
superior con la linea MDA-MB-231 (Figura 4, A, C). Sin embargo, solo se observé un
aumento en el porcentaje de células CD4+Foxp3+ cuando los linfocitos T CD4+ fueron
cultivados en presencia de los medios condicionados por las lineas RMF-EG y MDA-
MB-231 (Figura 4, B, C), lo que sugiere que estas lineas inducen un aumento en la
diferenciacion hacia linfocitos T reguladores mediante un mecanismo dependiente de
los factores solubles gue secretan, mientras que la linea MCF-7 lo hace mediante un

mecanismo dependiente de contacto.

Ya que las lineas RMF-EG y MDA-MB-231 producen TGF-f bioactivo, y que

TGF-B es una citoquina clave en el desarrollo de los linfocitos T reguladores, se
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investigé la participacion de TGF-B en la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ hacia
linfocitos Tregs utilizando un inhibidor quimico del receptor tipo | de TGF-§, el cual
participa en la cascada de sefializacion inducida por esta citoquina (SB431542). Como

control de vehiculo se utilizé DMSO.

Observamos que tanto el control con DMSO, como el inhibidor no tuvieron un
efecto basal en los linfocitos T CD4+. Sin embargo, el inhibidor provocod una
disminucion en el porcentaje de células CD4+Foxp3+ en los co-cultivos de los linfocitos
T CD4+ con las lineas RMF-EG y MDA-MB-231, en contacto directo o con sus medios
condicionados, la cual si bien no fue estadisticamente significativa mostré una
tendencia. Particularmente, en la diferenciacién inducida por la linea MDA-MB-231, se
observa una disminucion constante en cada experimento en presencia del inhibidor, es
decir, en cuatro experimentos independientes se obtuvo siempre una disminucion de
alrededor del 2%. De este modo, si bien las diferencias entre la condicién control y los
co-cultivos de los linfocitos T CD4+ con la linea MDA-MB-231 en contacto directo o con
su medio condicionado arrojan un p-value de 0,4246 y de 0,0649 respectivamente con
la prueba Mann-Whitney (Figura 4, D, E), el analisis pareado de los datos con el
Wilcoxon test, arroja un p-value de 0,0625 para ambas condiciones (Figura 4, F). Por
otra parte, el inhibidor no tiene un efecto en el porcentaje de células CD4+Foxp3+
obtenidas desde el co-cultivo de linfocitos TCD4+ con las células MCF-7 en contacto
directo o con su medio condicionado (Figura 4, D). Esto sugiere que el aumento en la
diferenciacién de linfocitos T CD4+ hacia T reguladores inducido por las lineas RMF-

EG y MDA-MB-231 es parcialmente dependiente de TGF-B.

32



A. T CD4 + RMF-EG T CD4 + MCF-7 T CD4 + MDA-MEB-231
h - e st
| o] L
2 a .
S X oy
w [y i i
R
cpa
B. TCDa TCD4 + MC(RMF-EG) T CD4 + MC(MCF-7) T CD4 + MC{MDA-MB-231)
L — SR A i i r ’ | S
A <l kR
-;1 i | | | ‘ SRR
2 ARERE B
% 3 @4 L ."‘ | w ! | £ 3 |
K g } 3 1 -
| 5
L’T Ty } T -. T T
cDa ¢4
C. i - —
: AN
3 dkk 1
20- : *kk ] .
A — L4
+ 151 L J
& . s
; @& <5 <
= 10+ ®
2 f@ % .
g bt ®ee
e
oo -
LC MC LC NC LC MC
TCD4 T CD4 + RMF-EG TCD4 + MCF-7 T CD4 + MDA-M B-231

Figura 4. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-f en la diferenciacién de
linfocitos T CD4+ hacia Tregs. Andlisis representativo por citometria de flujo del porcentaje de células
CD4+Foxp3+ de linfocitos T CD4+ co-cultivados por cinco dias con las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-
231 (A), o con sus medios condicionados (B). Se cuantificé el porcentaje de células CD4+Foxp3+ desde
diez experimentos independientes con lineas celulares o desde ocho con medios condicionados (C). Se
realizaron cinco experimentos independientes con lineas celulares (D) y seis con medios condicionados
(E) en presencia del inhibidor de TPR-l, SB431542. Mann-Whitney fest: *p=<0,05, ns: no significativo. Los
resultados del co-cultivo de los linfocitos T CD4+ con la linea MDA-MB-231 en contacto directo o con su
medio condicionado se analizaron con la prueba de Wilcoxon (F). T CD4: Linfocitos T CD4+; LC: Lineas

celulares; MC: Medios condicionados.
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5.4 Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 y de TGF-B, en la
expresion de Foxp3 en linfocitos T CD4+.

Mayores niveles de expresion de Foxp3 se han correlacionado con una mayor
capacidad supresora en los linfocitos T reguladores (Chauhan, y col., 2009). Por esto,
se analizo por citometria de flujo la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF), que da
cuenta de los niveles de expresion de Foxp3, en los linfocitos T CD4+ co-cultivados
con las lineas celulares o con los medios condicionados por estas lineas celulares por
un periodo de cinco dias. Para este analisis se seleccioné la poblacion linfoide segin
tamafio y granulosidad y las células muertas se descartaron con el colorante Viability
Dye. Ademas se seleccioné la poblacion CD4+Foxp3+. Los resultados se compararon

con un control FMO (Fluorescence Minus One).

Nuestros resultados demuestran que sélo la linea MDA-MB-231 induce un
aumento significativo en la IMF de Foxp3, tanto en contacto directo (Figura 5 A, C),
como a través de su medio condicionado (Figura 5 B, C), lo que sugiere que la

induccién seria dependiente de los factores solubles secretados por esta linea celular.

Posteriormente realizamos estos experimentos en presencia o ausencia del
inhibidor del receptor de TGF-p, y observamos que éste no tuvo un efecto basal en la
IMF de Foxp3 de los linfocitos T CD4, ni tampoco en las condiciones de co-cultivo. De
este modo, el aumento producido por la linea MDA-MB-231 estaria mediado por un

mecanismo dependiente de factores solubles no relacionado con TGF-f.
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Figura 5. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 y de TGF-B en la expresion de Foxp3 en
linfocitos T CD4+. Andlisis representativo por citometria de flujo de la Intensidad Media de Fluorescencia
(IMF) de Foxp3 de linfocitos T CD4+ co-cultivados por cinco dias con las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-
MB-231 (A), o con sus medios condicionados (B). Se cuantificé la IMF de Foxp3 con lineas celulares
{n=7), con medios condicionados (n=8) (C). Se realizaron experimentos en presencia del inhibidor de TBR-
I, SB431542, con lineas celulares (n=3) (D) o medios condicionados (n=6) (E). T CD4: Linfocitos T CD4+;
LC: Lineas celulares; MC: Medios condicionados. FMO: Fluorescence Minus One. Mann-Whitney fest:

*p=<0,05, ns: no significativo.
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5.5 Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 y de TGF-f, en la
diferenciacion de linfocitos T CD4+ hacia linfocitos T cooperadores

(Th1y Th17).

Nuestros resultados demuestran que en presencia de las lineas celulares de
origen mamario, los linfocitos T CD4+ se estarian diferenciando hacia Tregs, lo que
sugiere un efecto inmunosupresor. Bajo esta premisa, el siguiente paso fue analizar Si

las lineas celulares afectan la diferenciacion de los linfocitos T CD4 hacia otros linajes.

Para esto analizamos el efecto de las lineas celulares en la diferenciacion de
linfocitos T CD4+ hacia los linajes T cooperadores, especificamente hacia Th1y Th17,
los cuales se han relacionado con un rol anti-tumoral y pro-tumoral respectivamente. La
estrategia experimental fue co-cultivar los linfocitos T CD4+, activados con
aCD3/aCD28, con las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231, o sus medios
condicionados, y analizar por citometria de flujo el porcentaje de linfocitos T CD4+
productores de IFN-y (Th1) o de IL-17A (Th17) respectivamente. En el analisis se
seleccioné la poblacion linfoide, se descartaron las células muertas mediante el
colorante Viability Dye, y se determin6 el porcentaje de células CD4+IFN-y+ o CD4+IL-

17A+ mediante la técnica de deteccidon de citoquinas intracelulares.

En nuestras condiciones experimentales no observamos células productoras de

IL-17A, o linfocitos Th17, por lo tanto no mostramos estos resultados.

En el analisis del porcentaje de células CD4+IFN-y+ provenientes del co-cultivo
de los linfocitos T CD4+ con las lineas celulares en contacto directo, no se observo un
cambio significativo en su diferenciacion hacia células Th1 (Figura 6, A, C). En

contraste, en el andlisis de las células productoras de IFN-y, provenientes del cultivo de
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linfocitos T CD4+ con el medio condicionado de las lineas celulares, se observa que el
medio condicionado de la linea MDA-MB-231 produce una disminucion significativa en

el porcentaje de células CD4+IFN-y+ con respecto al control (Figura 6 B, C).

Cuando evaluamos la influencia de TGF- en estos resultados, realizando el
mismo experimento en presencia o ausencia del inhibidor de TBR-I, encontramos que
el inhibidor no tuvo un efecto basal en la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ hacia
células Th1, ni tampoco en las condiciones de co-cultivo (Figura 6, D), lo que sugiere
que la disminucion en el porcentaje de CD4+IFN-y+ inducido por la linea celular MDA-

MB-231 no es dependiente de TGF-p.
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Figura 6. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-B en la diferenciacién de

linfocitos T CD4+ hacia Th1. Anadlisis representativo por citometria de flujo del porcentaje de células

CD4+IFN-y+ de linfocitos T CD4+ activados con aCD3/«CD28 (1ug/mL / 2ug/mL) co-cultivados por cinco

dias con las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 (A), 0 con sus medios condicionados (B). Se cuantifico

el porcentaje de células CD4+IFN-y+ desde seis experimentos independientes con lineas celulares o

desde cinco con medios condicionados (C). Se realizaron seis experimentos independientes con medios

condicionados en presencia del inhibidor de TRR-I SB431542 (D). T CD4: Linfocitos T CD4+; LC: Lineas

celulares; MC: Medios condicionados. Mann-Whitney test. *p<0,05, ns: no significativo.
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5.6 Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 y de TGF-B, en el

patrén de secrecion de citoquinas de linfocitos T CD4+,

El efecto inmunosupresor de las lineas celulares en la diferenciacion de los
linfocitos T CD4+, puede evidenciarse también por los cambios en el patrén de
secrecion de citoguinas de los linfocitos debide a las modificaciones del microambiente

tumoral.

De este modo, investigamos el patrén de secrecidn de citoquinas de los linfocitos
T CD4+ activados policlonalmente con aCD3/aCD28 y co-cultivados con las células
RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231. También evaluamos el patrén de secrecion de
citoquinas cuando los linfocitos T CD4+ fueron -cultivados con los medios
condicionados por las lineas celulares antes mencionadas. Para ello, tras cinco dias,
se colectaron los sobrenadantes de los distintos cultivos y se utilizd el kit CBA
Th1/Th2/Th17 para determinar por citometria de flujo la concentracion de las siguientes

citoquinas: IL-17A, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2.

Posteriormente se evalud la influencia de TGF-p en estos resultados utilizando el

inhibidor quimico de TRR-l previamente mencionado (SB431542).
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5.6.1 Produccion de IL-17A.

Dado que IL-17A es una citoquina que se ha relacionado con un rol pro-tumoral,
ya que es pro-inflamatoria y estimula la produccion de mediadores de la angiogénesis,
como VEGF (Takahashi, y col., 2005), analizamos la concentracion de IL-17A en los

cultivos.

En relacién a nuestros resultados, si bien no observamos linfocitos Th17 por
marcaje intracelular de IL-17A, pudimos detectar la citoquina en el sobrenadante de los
cultivos. Cuando los linfocitos T CD4+ fueron co-cultivados con la linea MDA-MB-231,
se observé un aumento significativo en la concentracién de IL-17A, que no ocurre en
presencia del medio condicionado de esta linea. Por otra parte, la linea MCF-7 también
induce una tendencia a aumento en la produccién de IL-17A, la cual ocurre sélo en
contacto directo. La linea RMF-EG, sin embargo, no induce un cambio en la produccion

de IL-17A (Figura 7, A).

Posteriormente realizamos estos experimentos en presencia o ausencia del
inhibidor del receptor tipo | de TGF-p. Observamos que el inhibidor no tuvo un efecto
basal en la produccion de esta citoquina, sin embargo provocd una disminucion
significativa en la produccion de IL-17A en los co-cultivos de linfocitos T CD4+ con la
linea MDA-MB-231 (Figura 7, B). Los resultados sugieren que el aumento en la
produccion de IL-17A inducido por la linea MDA-MB-231 seria dependiente de
contacto, ya que el medio condicionado no logra inducir este aumento; ademas estaria

mediado por un mecanismo dependiente de TGF-p.
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Figura 7. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-B en la produccion de IL-17A
de linfocitos T CD4+. Se analizé por citometria de flujo la produccion de IL-17A en sobrenadantes de
linfocitos T CD4+, activados con «CD3/«CD28 (1ug/mL / 2ug/mL), co-cultivados por cinco dias con las
lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-2310 con sus medios condicionados. Se cuantificod la concentracion de
IL-17A desde once experimentos independientes con lineas celulares o desde siete con medios
condicionados (A). Se realizaron siete experimentos independientes con lineas celulares en presencia del

inhibidor de TBR-lI, SB431542 (B).T CD4: Linfocitos T CD4+; LC: Lineas celulares; MC: Medios

condicionados. Mann-Whitney test: *p<0,05, ns: no significativo.
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5.6.2 Produccion de IFN-y.

Dado que IFN-y se ha relacionado con un rol anti-tumoral, ya que activa las
respuestas inmunes mediadas por macrofagos, tiene efectos pro-apoptoticos en las
células tumorales y estimula la produccion de citoquinas inhibitorias de la angiogénesis

(Brandacher, y col., 2006), analizamos la concentracién de IFN-y en los cultivos.

Los resultados indican que, en nuestras condiciones experimentales, las lineas
celulares no inducen un cambio significativo en la produccion de IFN-y en ninguna de
las condiciones de cultivo. No obstante, la dispersién de los datos no permite obtener

canclusiones definitivas al respecto (Figura 8).

Sin embargo, cabe sefialar que si bien la produccién de IFN-y en el cultivo de los
linfocitos T CD4+ con la linea MDA-MB-231 o con el medio condicionado por esta linea
celular no disminuyé de manera significativa, existe una tendencia a la disminucién que
dos puntos experimentales desvian. De este modo, seria necesarioc hacer mas
experimentos para confirmar que la linea es capaz de inducir una disminucion en la
produccion de IFN-y. Asimismo, aumentando el nimero de experimentos se podria
confirmar o descartar si la linea RMF-EG induce una disminucién en la produccion de

[FN-y.

Puesto que no encontramos un efecto significativo de las lineas celulares o de los
medios condicionados en la produccion de IFN-y de los linfocitos T CD4+, no

analizamos el efecto de TGF-f en estes cultivos.
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Figura 8. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 en la produccién de IFN-y de linfocitos
T CD4+. Se analizé por citometria de flujo la produccion de IFN-ven sobrenadantes de linfocitos T CD4+,
activados con aCD3/aCD28 (1ug/mL / 2pg/mL), co-cultivados por cinco dias con las lineas RMF-EG,
MCF-7, MDA-MB-2310 con sus medios condicionados. Se cuantificd la concentracion de IFN-ydesde once

experimentos independientes con lineas celulares o desde siete con medios condicionados. T CD4:

Linfocitos T CD4+: LC: Lineas celulares; MC: Medios condicionados. Mann-Whitney test: *p<0,05.
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5.6.3 Produccion de TNF-a.

TNF-« es una de las citoquinas secretadas por los linfocitos Th1 que contribuye a
su funcion anti-tumoral (DeNardo & Coussens, 2007). Ademas, se ha observado que
junto con IFN-y es capaz de inducir una detencién del crecimiento tumoral (Braumiiller,
y col., 2013). Considerando estos antecedentes, analizamos la concentracién de TNF-

o en nuestros cultives.

En nuestros experimentos observamos una disminucion significativa en la
produccién de TNF-a en los co-cultivos de linfocitos T CD4+ con la linea MDA-MB-231,
que no ocurre en el cultivo de los linfocitos TCD4+ con el medio condicionado por esta
linea celular. También observamos una disminucion significativa en la concentracion de
TNF-c. en el cultivo de los linfocitos T CD4+ con el medio condicionado de la linea

MCF-7, con respecto al control (Figura 9, A).

Considerando que la disminucién en la produccion de TNF-o inducida por la linea
MDA-MB-231, solo se observd cuando el cultivo fue realizado en contacto directo con
la linea celular, esto sugiere que el mecanismo que media la disminucion seria
dependiente de contacto. Por su parte, la disminucion inducida por el medio
condicionado de la linea MCF-7 no ocurre en contacto directo, por lo que la presencia

de las células podria estar inhibiendo el efecto.

Posteriormente analizamos la influencia de TGF-f en estos resultados y
encontramos que el inhibidor de TGF-3 no tuvo efecto en la produccion de TNF-a por

los linfocitos T CD4+ en ninguna de las condiciones experimentales (Figura 9, B, C).
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Figura 9. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-f en la produccién de TNF-o
de linfocitos T CD4+. Se analizé por citometria de flujc la producciéon de TNF-cen sobrenadantes de
linfocitos T CD4+, activados con oCD3/«CD28 (1ug/mL / 2ug/mL), co-cultivados por cinco dias con las
lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231, ¢ con sus medios condicionados. Se cuantificd la concentracion de
TNF-adesde once experimentos independientes con lineas celulares o desde siete con medios
condicionados (A). Se realizaron siete experimentos independientes con lineas celulares (B) o con medios

condicionados (C) en presencia del inhibidor de TRR-1 SB431542. T CD4: Linfocitos T CD4+; LC: Lineas

CD4 T + MG(RMF-EG) CD4 T + MC{MCF-7) CD4 T + MC{MDA-MB-231)

celulares; MC: Medios condicionados. Mann-Whitney test.*p<0,05, ns: no significativo.
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5.6.4 Produccién de IL-10.

IL-10 es una citoquina inmuno-supresora que afecta la maduracion y funcion
presentadora de las células presentadoras de antigenos (De Smedt, y col., 1997).
Ademas, IL-10 favorece la produccion de linfocitos T reguladores, y se ha
correlacionado con la funcion supresora de los mismos (Bergmann, y col., 2007).
Dados estos antecedentes, analizamos la concentracion de IL-10 en los distintos

cultivos.

El analisis demuestra que sdélo MCF-7 induce una tendencia a aumento en la
produccién de IL-10, que no ocurre cuando los linfocitos T CD4+ fueron cultivados con
el medio condicionado de esta linea celular. Esto sugiere que el efecto de esta linea
celular es dependiente de un mecanismo de contacto. Por otra parte, la linea celular
RMF-EG produce una disminucién significativa en la produccion de IL-10 (Figura 10,

A).

Posteriormente analizamos la influencia de TGF-f en la produccién de IL-10 y no
observamos diferencias significativas en la produccion de esta citoquina (Figura 10, B).
De este modo, tanto el aumento en la produccion de IL-10 inducido por la linea MCF-7,
como la disminucién en la produccién de IL-10 inducida por la linea RMF-EG, serian

dependientes de un mecanismo de contacto, no relacionado con TGF-f.
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Figura 10. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-B en la produccion de
IL-10 de linfocitos T CD4+. Se analizd por citometria de fluje la produccidon de IL-10 en
sobrenadantes de linfocitos T CD4+, activados con aCD3/cCD28 (1ug/mL / 2nug/mL), co-cultivados
por cince dias con las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231, o con sus medics condicionados. Se
cuantificod la concentracion de IL-10 desde once experimentos independientes con lineas celulares o
desde siete con medios condicionados (A). Se realizaron siete experimentos independientes con
lineas celulares en presencia del inhibidor de TRR-I SB431542 (B). T CD4: Linfocitos T CD4+; LC:

Lineas celulares; MC: Medios condicionados. Mann-Whitney fest:*p<0,05, ns: no significativo.

50



5.6.5 Produccion de IL-6.

IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria cuyo incremento se ha correlacionado con
una pobre prognosis en pacientes con cancer mamario. Ademas, se ha observado que
estimula la proliferacion de las células de cancer mamario y promueve su transicion
epitelial-mesenquimal (Sullivan, y col., 2009). Por esto, analizamos la concentracion de
IL-6 en los distintos cultivos. Si bien evaluamos la produccién de las siete citoquinas en
cultivos de las lineas celulares RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 sin agregar los
linfocitos T CD4+, sélo observamos que éstas eran capaces de producir IL-6. En la
figura 11A se muestra la produccion de IL-6 por las lineas celulares. Observamos que

MDA-MB-231 produce cantidades considerables de esta citoquina (Figura 11, A).

Cuando analizamos esta citoquina en los co-cultivos con los linfocitos T CD4+,
observamos un aumento significativo en la produccién de esta citoquina inducido por
las tres lineas celulares con respecto al control. Las mayores concentraciones de IL-6
se produjeron en presencia de las lineas RMF-EG y MDA-MB-231, sin embargo en el
caso de RMF-EG se observé una variacion importante en los resultados. Por otra
parte, en el analisis de los co-cultivos de los linfocitos T CD4+ con los medios
condicionados por las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231, se encontré que éstos
no tenian un efecto en la produccion de IL-6 por los linfocitos T CD4+ (Figura 11, B).
De este modo, el aumento en la produccion de IL-6 observado con las tres lineas
celulares seria dependiente de un mecanismo de contacto, ya que los medios
condicionados no cambian la produccion de esta citoquina. Posteriormente, se analizd
si TGF-f tenia alguna participacién en el efecto previamente expuesto utilizando el
inhibidor de TBR-l. Se observé que tanto el DMSO, como el inhibidor, no tuvieron un

efecto basal, ni tampoco un efecto en los grupos experimentales (Figura 11, C).
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Figura 11. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-B en la produccion de IL-6
de linfocitos T CD4+. Se analizé por citometria de flujo la produccién de IL-6 en los controles que
contenian solo las lineas celulares (A) y en linfocitos T CD4+, activados con aCD3/aCD28 (1ug/mL/
2ug/mL), co-cultivados por cinco dias con las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231, 0 con sus medios
condicionados (B). Se cuantifico la congentracion de IL-6 desde cuatro experimentos control (A), desde
once experimentos independientes con lineas celulares o desde siete con medios condicionados (B). Se
realizaron siete experimentos independientes con lineas celulares en presencia del inhibidor de TBR-I
SB431542 (C). T CD4: Linfocitos T CD4+; LC: Lineas celulares; MC: Medics condicionados. Mann-

Whitney test: *p<0,05, ns: no significativo.
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5.6.6 Produccion de IL-4.

Dado que a IL-4 se le ha asociado un rol pro-tumoral, ya que regula el fenotipo y
la funcién efectora de los macrofagos asociados al tumor produciendo un aumento de
la metastasis de células epiteliales mamarias malignas (DeNardo, y col., 2009), en el

presente estudio analizamos la concentracion de IL-4 en los cultivos.

En general los valores para IL-4 fueron muy bajos en todas las condiciones. A
partir de un promedio de once experimentos, se observé un aumento significativo en la
produccion de IL-4 en el co-cultivo de los linfocitos T CD4+ con la linea MCF-7, que no
ocurre con su medio condicionado, lo que sugiere que el efecto estaria mediado por un
mecanismo dependiente de contacto. Ademés observamos una disminucion
significativa en la produccion de IL-4 en el co-cultivo de los linfocitos T CD4+ con la
linea MDA-MB-231, tanto en contacto directo como con el medic condicionado por esta
linea celular, lo que sugiere un mecanismo mediado por factores solubles (Figura 12,

A).

Posteriormente, en el analisis del efecto de TGF-B en estos resultados se
observé que el inhibidor de TGF-$ indujo un aumento basal significativo en la
produccién de IL-4 con respecto al vehiculo DMSO en los linfocitos T CD4+ controles,
por lo tanto no es posible atribuir un rol a TGF-p en las otras condiciones

experimentales (Figura 12, B, C).
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Figura 12. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-p en la produccién de IL-4
de linfocitos T CD4+. Se analizdé por citometria de flujo la produccién de IL-4en sobrenadantes de
linfocitos T CD4+, activados con aCD3/aCD28 (1pg/mL / 2pg/mL), co-cultivados por cinco dias con las
lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231, o con sus medios condicionados. Se cuantificd la concentracion de
IL-4desde once experimentos independientes con lineas celulares o desde siete con medios

condicionados (A). Se realizaron siete experimentos independientes con lineas celulares (B) o con medios
condicionados (C) en presencia del inhibidor de TER-l SB431542. T CD4: Linfocitos T CD4+; LC: Lineas

celulares; MC: Medios condicionados. Mann-Whitney fest:*p<0,05, ns: no significativo.
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5.6.7 Produccion de IL-2.

Considerando que IL-2 es esencial para la proliferacién, diferenciacion y
sobrevida de los linfocitos T CD4+ y de los linfocitos T citotoxicos (Loose & Van de
Wiele, 2009), y que estos Ultimos estan involucrados en las respuestas anti-tumorales,

analizamos la concentracion de |L-2 en las diferentes condiciones de cultivo.

A partir de nuestros resultados observamos que ocurre un aumento significativo
en la produccion de IL-2 en el co-cultivo de los linfocitos T CD4+ caon la linea MCF-7, y
una disminucién en el co-cultivo con la linea MDA-MB-231 (Figura 13, A). Estos efectos
no se observaron en presencia de los medios condicionados por estas lineas celulares,
lo que sugiere que el cambio en la produccién de IL-2 en ambos casos seria
dependiente de un mecanismo de contactc. RMF-EG no tuvo un efecto significativo en

la produccién de IL-2 y los datos presentaren una gran dispersion.

Cuando analizamos la influencia de TGF-p en estos resultados encontramos que
el inhibidor no tenia un efecto basal en la produccion de IL-2 (Figura 13, B, C), sin
embargo, observamos que el aumento en la produccion de IL-2 inducido por la linea
MCF-7 se perdia al utilizar el inhibidor (Figura 13, C), lo que sugiere que estaria
mediado por un mecanismo dependiente de contacto, en el cual podria contribuir

ademas TGF-p.
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Figura 13. Efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y de TGF-$ en la produccion de IL-2

de linfocitos T CD4+. Se analizdé por citometria de flujo la produccién de IL-2 en sobrenadantes de

linfocitos T CD4+, activados con

lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231, o con sus medios condicionados. Se cuantificd la concentracion de

IL-2 desde once experimentos

condicionados (A). Se realizaron siete experimentos independientes con lineas celulares (B) o con medios

condicionados {C) en presencia del inhibidor de TPR-I SB431542. T CD4: Linfocitos T CD4+; LC: Lineas

T CD4 + MC(RMF-EG) T CD4 + MCIMCF-T) T CD4 + MC{MDA-MB-231)

aCD3/aCD28 (1ug/mL / 2pg/mL), co-cultivados por cinco dias con las

independientes con lineas celulares o desde siete con medios

celulares; MC: Medios condicionados. Mann-Whitney test: *p<0,05, ns: no significative.
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5.6.8 Resumen de resultados del patron de secrécién de citoquinas.

La tabla 1 resume los resultados obtenidos en la seccion 5.6, es decir, los
resultados del efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7, MDA-MB-231 y de TGF-f en el
patrén de secrecién de citoquinas de los linfocitos T CD4+. Los signos “+” indican que
hubo un aumento, los signos
efecto inducido por el co-cultivo de los linfocitos T CD4+ con la linea celular o con el
medio condicionado por la linea celular en la produccién de la citoquina. En el caso de
la columna TPRR-| se indica la linea celular, cuyo efecto fue dependiente de TGF-j, o

"0" si no hubo o no fue posible atribuir la participacion de TGF-p a los efectos inducidos

por las lineas celulares.

gue hubo una disminucion y los “0" que no hubo un

Tabla 1. Resumen de resultados del patron de secrecion de citoquinas.

RMF-EG MCF-7 MDA-MB-231
TBR-
LC MC LC MC LC MC
IL-17A 0 0 + 0 + 0 MDA-MB-231
IFN-y 0 0 0 0 0 0 0
TNF-a 0 0 0 + + 0 0
IL-10 - 0 + 0 - 0 0
IL-6 +++ + ++ 0 +++ ++ 0
IL-4 0 0 + i --- -- 0
IL-2 0 0 ++ - -- 0 MCFE-7
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V1. DISCUSION

Una de las caracteristicas distintivas del cancer es su capacidad de desarrollar
mecanismos de evasion de la respuesta inmune que involucran a los linfocitos T CD4+.
En este trabajo estudiamos la produccion de TGF-j de la linea celular humana de
estroma normal mamario RMF-EG y de las lineas humanas de epitelio tumoral
mamario MCF-7 y MDA-MB-231 y el efecto, presuntamente mediado por TGF-3, que

producen estas lineas celulares en la diferenciacion de los linfocitos T CD4+.

6.1 Células tumorales y produccién de TGF-f.

Una de las citoquinas importantes para la regulacién del sistema inmune es TGF-
B, a la que ademas, se le ha atribuido un papel crucial en la progresion tumoral (Blobe,
y col., 2000). Durante afios, numerosas investigaciones han atribuido a esta citoquina
un rol predictivo en relacién al grado de malignidad y a la progresién tumoral. Un
estudio realizado con pacientes con céncer de mama avanzado (estados Ill y V), midio
los niveles plasmaticos de TGF-B1 mediante ELISA y demostré que existia una
correlacion entre una mayor concentracion de esta citoquina y un grado mayor de
malignidad del cancer (lvanovic, y col., 2003). Por otra parte, en un estudio previo de
nuestro laboratorio realizado con las lineas celulares de epitelio tumoral mamario MCF-
7 y MDA-MB-231, se evalué mediante ELISA la concentracion de TGF-B1 en medios
condicionados por estas lineas celulares, y se encontro que la linea MDA-MB-231, que
es altamente invasiva, produce cinco veces mas TGF-B1 que la linea MCF-7, que es
débilmente invasiva (Guerrero, y col., 2010). Sin embargo, TGF-f no siempre se
encuentra biodisponible, sino que usualmente se encuentra depositado en la matriz

extracelular y secuestrado por la proteina LTBP (Munger, y col, 1997). De este modo,
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si bien el TGF-p total medido por ELISA da cuenta de una mayor produccion, es

necesario determinar la cantidad biodisponible de esta citoquina.

En el presente estudio evaluamos la abundancia de TGF-p activo presente en los
medios condicionados de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 y demostramos
que existe una correlacién entre la abundancia de TGF-B bioactivo y el nivel de
malignidad de las lineas celulares, siendo la linea MDA-MB-231 la mas maligna. La
abundancia de TGF-B bioactivo medida en nuestro ensayo estuvo entre un rango de
0,140 ng/ml para la linea RMF-EG y de 1,226 ng/ml para la linea MDA-MB-231. En la
literatura se ha reportado que la concentracion total de TGF-p en el plasma de
donantes sanos es de alrededor de 0,8-2 ng/ml, mientras que los niveles plasmaticos
de TGF-p pueden aumentar hasta 14ng/ml en pacientes con cancer de colon y hasta
20 ng/ml en los pacientes con céncer de mama (Todorovié-Rakovi¢, y col., 2003;
Tsushima, y col., 1996). Sin embargo, esas investigaciones midieron la concentracion
de TGF-p total, y un estudio realizado en ratones que comparé mediante la utilizacion
de un bioensayo basado en luminiscencia la concentracién de TGF-p total en relacion a
la de TGF-p activo, determiné que la concentracién del total en plasma podia ser 65
veces mayor a la del activo (Khan, y col., 2012). Ademas, se ha reportado que un
rango entre 0,2-2 ng/ml de TGF-B, es capaz de afectar la maduracion de células
dendriticas derivadas de monaocitos, y con ello su funcién presentadora (Fogel-Petrovic,
y col., 2007). De este modo, el rango de concentraciones que observamos en el
presente estudio, concuerda con un posible favorecimiento del desarrollo tumoral,
apoyando la correlacién entre el grado de malignidad de la linea celular y la

abundancia de TGF-§3 activo.
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6.2 Efecto de las células tumorales sobre la proliferacion de los linfocitos

T CD4+.

A partir de estudios realizados en humanos, se ha descrito que TGF-B tiene un
efecto inhibitorio en la proliferacién de los linfocitos T CD4+ (Tiemessen y col., 2003),
sin embargo otros autores han demostrado que TGF-§ inhibe la proliferacion de los
linfocitos T de memoria, aunque aumenta la proliferacion de los linfocitos T virgenes

(de Jong, y col., 1994).

A nivel fisiologico, los linfocitos T CD4+ circulan entre la sangre, la linfa y los
organos linfoides. En estos Ultimos las células presentadoras de antigenos (APC),
presentan un péptido unido a moléculas MHC de clase Il a los linfocitos T CD4+
virgenes, que reconocen el complejo mediante su TCR y se activan. Si bien, los
linfocitos T se activan a través de la sefializacion inducida por el co-receptor del TCR,
la molécula CD3, requieren ademas de sefiales de coestimulacién proporcionadas por
moléculas accesorias expresadas en la superficie de las APC. Una de las sefiales
mejor caracterizada es el receptor de membrana CD28 presente en los linfocitos T, el
cual se une a moléculas coestimuladoras de la familia B7 expresadas en las APC
profesionales (Abbas, y col., 2008b). Para simular las condiciones fisiologicas, en
nuestros experimentos los linfocitos T CD4+ fueron activados policlonalmente con los
anticuerpos oCD3 y aCD28 en presencia de las lineas celulares o medios
condicionados por estas mismas células. La proliferacién se evalud por citometria de

flujo por dilucién del colorante CFSE.

Los resultados de proliferacién de linfocitos T CD4+ presentaron una gran

variabilidad, tanto en los porcentajes de proliferacién, como en los perfiles de

60



proliferacién, lo que puede ser producto de las diferencias entre los donantes, cuyos
linfocitos alcanzaban incluso basalmente distintos niveles de activacion. Dado que no
habia consistencia en los resultados, ya que todos los experimentos mostraban perfiles
de proliferacion diferentes, seria necesario realizar mas experimentos para evaluar si
existe algun efecto en la proliferacion de los linfocitos T CD4+ inducido por las lineas
RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231, ya sea un cambio en el porcentaje total o un retardo

en la proliferacion.

6.3 Efecto de las células tumorales en la diferenciacién de linfocitos T

reguladores.

Las células tumorales poseen ciertas caracteristicas que favorecen la progresion
tumoral, entre las cuales se encuentra la capacidad de evadir la respuesta inmune
mediada por linfocitos T y B, macréfagos y células natural killer (Hanahan & Weinberg,
2010). Los linfocitos T reguladores (Tregs), un subgrupo de linfocitos T CD4+, tienen
un rol crucial en tal evasion, ya que son células inmunosupresoras del sistema inmune
gue infiltran los tumores y promueven la progresion del cancer limitando la respuesta

anti-tumoral (Facciabene, y col., 2012).

Se ha relacionado un aumento en la poblacion de linfocitos Tregs con la
progresién tumoral. En un estudio realizado en pacientes con céancer mamario o
pancredtico avanzado, se determiné que la frecuencia de linfocitos Tregs fue
significativamente mayor en la sangre de los pacientes con cancer en relacién a
donantes sanos, y que el tumor y los linfonodos drenantes contenian elevados
porcentajes de linfocitos Tregs (alrededor de un 20%; Liyanage, y col., 2002). Otro
estudio realizado en pacientes con carcinoma ductal invasivo (IDC) de mama demostro

un mayor porcentaje de linfocitos Tregs en las PBMCs de pacientes con cancer y una
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mayor infiltracién de linfocitos T CD4+Foxp3+ en los tumores en relacion a donantes y
tejidos mamarios sanos. Estos linfocitos Tregs tenian elevados niveles de expresion de
Foxp3, que se correlacionaron con una mayor agresividad tumoral (linfonodo axilar con
metastasis). Dado que los linfocitos Tregs presentaron una mayor expresion del
receptor CCR4, y las células de tumor mamario mostraron una expresion incrementada
de la quimioquina CCL22 en relacién a los controles sanos, los autores atribuyeron el
aumento de los linfocitos Tregs a un efecto migratorio mediado por la interaccion

CCR4/CCL22 (Benevides, y col., 2013).

En el presente estudio evaluamos el efecto de la linea de estroma normal
mamario RMF-EG, y de las lineas de epitelio tumoral MCF-7 y MDA-MB-231 en la
diferenciacion de linfocitos T CD4+ hacia linfocitos Tregs, y observamos que las tres
lineas celulares inducen un aumento en el porcentaje de células CD4+Foxp3+. El
aumento en el porcentaje de linfocitos Tregs inducido por las lineas celulares de
nuestra investigacion, concuerda con el aumento de los linfocitos Tregs en el sitio del
tumor observado por Benevides y col., el cual podria estar mediado no solo por el
reclutamiento de estas células, sino también por un proceso activo de diferenciacién de

linfocitos T CD4+.

Con el fin de profundizar en el estudio de los mecanismos que producen el
aumento del porcentaje de linfocitos Tregs, estudiamos el efecto de los factores
solubles (medios condicionados) producidos por las lineas celulares MCF-7 y MDA-
MB-231 en la diferenciacion de los linfocitos T CD4+ a Tregs. Nuestros resultados
indican que sélo la linea MDA-MB-231 produce factores solubles capaces de inducir
esta diferenciacion lo que sugiere que esta linea celular agresiva tiene una mejor

disposicién para establecer un microambiente inmunosupresor.
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TGF-B puede inducir la diferenciacion de células T CD4+ virgenes a linfocitos T
reguladores inducibles (iTreg), lo que las lleva a adquirir una actividad supresora,
principalmente mediada por la induccién de la expresion de Foxp3 (Chen, y col., 2003).
En un estudio realizado en cancer gastrico, se cultivaron PBMCs de donantes sanos
con medios condicionados por lineas celulares de cancer gastrico humano vy
encontraron un aumento en el porcentaje de células T CD4+Foxp3+, que coincidié con
una mayor concentracién de TGF-p en tales medios condicionados. Los autores
evaluaron el efecto de TGF-B en la diferenciacién hacia linfocitos Tregs, y encontraron
que habia una dependencia parcial, ya que si bien el bloqueo de TGF-f con un
anticuerpo monoclonal produjo una disminucidon en el porcentaje de linfocitos T

CD4+Foxp3+, éste aun fue mayor al del control (Yuan, y col., 2011).

En nuestros resultados, cuando evaluamos la influencia de TGF-B sobre el
porcentaje de linfocitos CD4+Foxp3+ utilizando un inhibidor quimico del receptor tipo |
de TGF-p (TBR-I), también observamos una dependencia parcial de parte de la linea
MDA-MB-231, pero no observamos que TGF-p tuviera un efecto en la diferenciacion
mediada por las células MCF-7. Esto sugiere que la polarizacién de los linfocitos T
CD4+ hacia linfocitos Tregs inducida por la linea MCF-7 podria estar mediada por un
mecanismo de contacto aun no descrito que seria interesante explorar. Por otra parte,
los resultados con la linea celular de estroma mamario normal RMF-EG, indican que
ésta también produce un aumento en el porcentaje de linfocitos T CD4+Foxp3+.
Fisiologicamente, este resultado podria sugerir un rol de los fibroblastos en la
mantencién de un ambiente supresor que impida el desarrollo de una respuesta

inmune inapropiada.
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El factor de transcripcion Foxp3 es el regulador clave de la generacion y funcion
de los linfocitos Tregs. Un estudio demostroé que la expresion sostenida de Foxp3 en
células activadas puede conferir capacidades regulatorias. Ademas, la expresion alta y
estable de Foxp3 es requerida para la funcién supresora de los linfocitos Tregs
(Sakaguchi, y col., 2010). Cuando analizamos la Intensidad Media de Fluorescencia
(IMF) de Foxp3 que da cuenta del nivel de expresion de esta proteina, identificamos
que la linea MDA-MB-231 induce un aumento en la expresion de Foxp3 en los
linfocitos T CD4+. Un estudio realizado con linfocitos T CD4+ humanos demostré que
la expresién ectépica de Foxp3 en estas células llevd al desarrollo de células
supresoras, sin importar si eran inicialmente linfocitos virgenes o de memoria (Allan y
col., 2008). De este modo, el aumento en la expresion de Foxp3 podria estar
relacionado con una mayor supresion, lo que concuerda con la invasividad de esta

linea celular.

6.4 Efecto de las células tumorales en la diferenciacion de linfocitos T

cooperadores.

La reaccién de defensa anti tumoral del organismo, involucra multiples tipos y
mecanismos celulares. A las células Th1 se les ha atribuido un rol clave en el cancer,
ya que producen IFN-y, TNF-a e IL-2, citoquinas involucradas en la respuesta anti-
tumoral mediada por células del sistema inmune innato y linfocitos T citotoxicos
(DeNardo, y col., 2007). Multiples estudios clinicos han reportado una disminucion en
la proporcion de células Th1 que favorece un aumento en la poblacion de linfocitos Th2

en pacientes con distintos tipos de cancer: glioblastorna, cancer pulmonar, linfoma no-
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Hodgkin, cancer de mama, cancer renal, prostético, entre otros (Shurin, y col., 1999).
Un estudio realizado en pacientes con cancer gastrointestinal demostré que los
linfocitos de sangre periférica (PBL) y los del linfonodo drenante (LNL) de pacientes
con cancer contenian una menor proporcién de linfocitos Th1 en relacion a los PBL de
donantes sanos (Nakayama, y col., 2000). Por otra parte, un estudio realizado en
pacientes con distintos tipos de cancer (pulmon, mama, estémago, colon, recto,
ovario), demostro que las PBMCs de los pacientes produjeron menores niveles de IL-2,
TNFa, IFN-y e IL-12, lo que sugiere una respuesta mediada por linfocitos Th1 reducida

en los pacientes con cancer en relacion a controles sanos (Goto, y col, 1999).

Cuando evaluamos el efecto de las lineas RMF-EG, MCF-7 y MDA-MB-231 en la
diferenciacion de los linfocitos hacia un fenotipo Th1, no observamos un cambio
significativo en el porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de IFN-y con ninguna de
las lineas celulares en contacto directo. Sin embargo, cabe sefialar la gran variabilidad
en los datos en el cultivo de los linfocitos T CD4+ con la linea MDA-MB-231 en
contacto directo, ya que de seis experimentos, en tres se produjo un aumento y en tres
una disminucion en el porcentaje de linfocitos T CD4+IFN-y+. Esto sugiere que podria
haber dos poblaciones entre los donantes, una que es susceptible al efecto inhibitorio
de la linea celular en contacto directo y otra que no lo es. Para comprobarlo, es

necesario aumentar el nimero de experimentos.

Pese a la variabilidad observada en los resultados del cultivo de los linfocitos T
CD4+ en contacto directo con la linea MDA-MB-231, el cultivo de éstos con el medio
condicionado de la linea celular sugiere un efecto inmunosupresor de la linea MDA-
MB-231, ya que se observa una disminucién en el porcentaje de linfocitos T CD4+IFN-

v+, Otra evidencia que apoya un efecto inmunosupresor de la linea MDA-MB-231 sobre
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la poblacién de linfocitos Th1, es la disminucién que observamos en la produccion de
las citoquinas IL-2 y TNF-o inducida por esta linea celular, la cual es consistente con
una inhibicién del fenotipo Th1 y con el estudio de Goto, y col. Si bien no se observd
una disminucién en el promedio de la producciéon de IFN-y, citoguina clave de los
linfocitos Th1, esto puede ser producto de la dispersion de los datos, ya que solo un
par de puntos experimentales elevaban el promedio, pero el resto de los datos
apuntaba a una disminucion. De este modo, es necesario aumentar el numero de
experimentos para confirmar que la linea MDA-MB-231 induce una disminucion en la
produccion de IFN-y. Por otra parte, la linea RMF-EG mostré una tendencia a disminuir
la produccién de IFN-y, pero no produjo una disminucion en las otras citoquinas
secretadas por los linfocitos Th1, por lo que no es posible atribuir un rol modulador de

la respuesta anti-tumoral a esta linea celular.

La citoquina TGF-B es capaz de inhibir la diferenciacion de los linfocitos T CD4+
hacia células Th1. Un estudio realizado con linfocitos virgenes humanos de sangre de
cordén umbilical (UBL), activados policlonalmente con aCD3/aCD28, demostro que
TGF-B inhibe la diferenciaciéon hacia linfocitos Th1, disminuyendo tanto el porcentaje de
células productoras de IFN-y, como la expresion (cDNA) de su factor de transcripcion
maestro, T-bet (Santarlasci, y col., 2009). En este trabajo demostramos que la
presencia del inhibidor de TGF-B (TBR-I) no alteré de manera significativa el porcentaje
de linfocitos Th1, indicando que existirian otros factores solubles responsables de la
inhibicion inducida por el medio condicionado de la linea MDA-MB-231. Un factor que
podria estar involucrado con esta inhibicion podria ser IL-6, una citoquina producida en
altos niveles por esta linea celular, que se ha descrito que puede regular

negativamente la diferenciacion de los linfocitos Th1 (Diehl, y col., 2000)
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Como se menciond, se ha observado un desbalance en las respuestas inmunes
causadas por los linfocitos Th1 y Th2 que favorece a las células Th2 en distintos tipos
de céncer (Shurin, vy col., 1999). Se ha reportado que los linfocitos Th2 pueden
producir I1L-4, IL-5, IL-13 e IL-10 (Mosmann & Sad, 1996). Un estudio realizado en
pacientes con cancer mamario, demostré que éstas tenian mayores niveles
plasmaticos de citoquinas inmuno reguladoras, que incluian a IL-4 e IL-10, en
comparacién a pacientes con lesiones mamarias benignas (Lyon, y col., 2008). IL-4 se
ha relacionado con un rol pro-tumoral en el cancer, ya que los linfocitos Th2 mediante
la produccion de IL-4 regulan el fenotipo y la funcién efectora de los macréfagos
asociados al tumor, los cuales a su vez producen un aumento de la metastasis de
células epiteliales mamarias malignas (DeNardo, y col., 2009). Por otra parte, IL-10 es
una citoquina anti-inflamatoria que suprime la proliferacién de Ios linfocitos Th1 y la
funcién presentadora de las células dendriticas (Zhu & Paul, 2008). Ademas, IL-10 es
uno de los mecanismos inmuno supresores utilizado por los linfocitos T reguladores,
habiéndose correlacionado positivamente la produccién de IL-10 con la capacidad

supresora de estas células (Bergmann, y col., 2007).

De este modo, el aumento en la produccién de IL-4 inducido por la linea MCF-7
podria estar relacionado con un incremento en la poblacion de linfocitos T CD4+
productores de IL-4 que favorecerian la progresién tumoral. Asimismo la tendencia a
aumento en la produccién de IL-10 inducida también por la linea MCF-7 estaria
reforzando un efecto pro-tumoral de parte de esta linea celular, que coincide con los
mayores niveles de citoquinas inmuno reguladoras observados por el grupo de Lyon, y
col. Por otra parte, la disminucion en la produccién de IL-10 inducida por la linea RMF-

EG podria estar contrarrestando los efectos inmunosupresores que permitieran la
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evasion inmune de los tumeres. Finalmente, la disminucién en la produccion de IL-4
inducida por la linea MDA-MB-231 podria ser producto del favorecimiento de una
respuesta generada por otro linaje de los linfocitoes T cooperadores, como las células
Th17. El aumento en la produccion de IL-4 observado en presencia del inhibidor de
TGF-B en la condicién control, impide atribuir un rol a esta citoquina en las condiciones
experimentales, y se puede explicar en que se ha observado que TGF-B suprime la
diferenciacion de los linfocitos T CD4+ hacia linfocitos Th2, inhibiendo la funcién de su

factor de transcripcion maestro GATA-3 (Kuwahara, y col., 2012).

Las células Th17, son otra subpoblacion de linfocitos T de ayuda que se ha
relacionado con el cancer. Estos linfocitos producen una variedad de citoquinas tales
como IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23 y GM-CSF e inicialmente fueron sélo
relacionados con los procesos inflamatorios de las alergias y enfermedades
autoinmunes. Sin embargo, investigaciones posteriores los han relacionado con el
cancer. IL-17A es una citoquina pro-inflamatoria capaz de inducir un aumento en la
produccién de factores pro-angiogénicos, como VEGF, y un aumento en citoquinas y
guimioquinas relacionadas con el reclutamiento de células del sistema inmune innato,
como neutréfilos, que refuerzan la respuesta pro-inflamatoria y el desarrollo tumoral.
Un estudio realizado en pacientes con carcinoma ductal invasivo (IDC) mostré que
éstos pacientes tenian una mayor proporcion de linfocitos T CD4+ y T CD8+
productores de IL-17 en la sangre y en el sitio del tumor. También mostraban mayores
niveles de expresion (cDNA) de IL-17, del factor de transcripcion maestro de los
linfocitos Th17, RORc, y de diversos mediadores de la angiogénesis (CXCL8, MMP-2,
MMP-9 y VEGF-A) en el tejido tumoral mamarioc comparado a controles sanos

(Benevides, y col., 2013).
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En el presente estudio analizamos por citometria de flujo el porcentaje de células
T CD4+ productoras de IL-17A mediante el marcaje intracelular de citoquinas, sin
embargo, no fue posible visualizar una poblacién CD4+IL-17A+. En contraste,
mediante el analisis por CBA demostramos que la linea MCF-7 indujo una tendencia a
aumento en la produccion de IL-17A y que la linea MDA-MB-231 indujo un aumento
significativo en la producciéon de esta citoquina en relaciéon a la condicién control. En
ambos casos se observd que el aumento era dependiente de contacto, sin embargo el
cambio en la producciéon de IL-17A inducido por la linea MDA-MB-231 también se
relacion6 con TGF-B, ya que el inhibidor de esta citoquina, TBR-I, restablecia la
produccion de TGF- al nivel del control. De este modo, TGF-p pareciera ejercer algln
control en el efecto observado, sin embargo en este caso necesita del contacto celular

para inducir un aumento en la produccién de IL-17A.

La discrepancia que encontramos en la produccion de IL-17A medida por CBA y
a través de marcaje intracelular, podria explicarse en un fenémeno de plasticidad
celular. Se ha descrito que los linfocitos Th17 se pueden convertir a un linaje Th1,
ganando la habilidad de secretar IFN-y y manteniendo o perdiendo su capacidad de
producir IL-17 (Bailey, y col., 2014). De este modo, los linfocitos T CD4+ podrian estar
diferenciandose a células Th17, las cuales producirian IL-17 que se acumularia en el
sobrenadante del cultivo, y por tanto seria detectable por CBA. Sin embargo a lo largo
de los cinco dias de cultivo se podrian transformar a células Th1, motivo por el cual no

seria detectable IL-17 a los cinco dias mediante marcaje intracelular.

Por otra parte, IL-17 puede inducir un incremento en la produccion de IL-6 en el
microambiente tumoral (Murugaiyan & Saha, 2009). IL-6 es una citoquina pro-

inflamatoria cuyo incremento se ha correlacionado con una pobre prognosis en
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pacientes con cancer mamario. Ademas, se ha observado que estimula la proliferacion
de las células de cancer mamario, promueve su transicion epitelial-mesenquimal
(Sullivan, y col., 2009), e incrementa la produccién de factores pro-angiogénicos como
VEGF, favoreciendo la angiogénesis del tumor (Huang, y col., 2004). Un estudio en
pacientes con carcinoma ductal mamario determiné por gPCR que las PBMCs de
pacientes con cancer expresaban mayores niveles de IL-6 e IL-17 en comparacién a

donantes sanos (Jaberipour, y col., 2011).

Cuando evaluamos la produccion de IL-6, lo primero que notamos fue que tanto
la linea RMF-EG, como la linea MDA-MB-231 producen IL-6 por si solas, mientras que
la produccién de la linea MCF-7 es practicamente despreciable. La linea MDA-MB-231
produjo grandes cantidades de IL-8, lo que concuerda con el fenotipo mas agresivo e
invasivo de la linea celular y con el efecto biolégico de IL-6. Luego, cuando evaluamos
la produccion de IL-6 en los co-cultivos de las lineas RMF-EG, MCF-7 0 MDA-MB-231
con los linfocitos T CD4+, notamos que las tres lineas inducen un aumento en la
produccién de IL-6, el cual supera con creces la produccion de la linea celular o de los
linfocitos T CD4+ por si solos, lo que sugiere que los dos tipos celulares podrian actuar

en sinergia en la produccion de IL-6.

Dado que la linea celular RMF-EG produce basalmente IL-6 y no induce la
produccién de ofras citoquinas pro-tumorales, la produccién de IL-6 podria estar
relacionada con un efecto inmuno meodulador, lo que concuerda con nuestros
resultados previos ya que esta linea celular induce una tendencia a la disminucion en
la produccion de IFN-y, una disminucién en la produccion de IL-10 y produce un

aumento en el porcentaje de linfocitos Tregs.
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Los niveles de IL-6 fueron mucho mayores en el co-cultivo de los linfocitos T
CD4+ con la linea MDA-MB-231 comparado con los del co-cultivo con la linea MCF-7.
Esta situacion es consistente con el aumento en la produccion de IL-17A, ya que la
linea MDA-MB-231, que es altamente invasiva, indujo un mayor aumento en la
produccion de IL-17A en comparacién a la linea MCF-7, que es débilmente invasiva.
De este modo, el aumento en la produccion de IL-17A y de IL-6 podria estar

relacionado con el nivel de invasividad de las lineas celulares.

En relacién a la influencia de TGF-p en el patrén de secrecion de citoquinas,
nuestros resultados indican que, en nuestras condiciones experimentales, el factor sélo
estuvo involucrado en el aumento en la produccion de IL-17A inducido por la linea
MDA-MB-231, lo que podria estar relacionado con el rol de TGF-§§ en la diferenciacion

de los linfocitos Th17 (Bailey, y col., 2014)

Finalmente, si bien la via de sefalizacion de TGF-f mas caracterizada es la
mediada por las proteinas SMADs, las cuales han sido relacionadas tanto con el
cancer de mama (Xue, y col., 2014), como con los efectos en la diferenciacion de los
linfocitos T CD4+ (Flavell & Li, 2008), TGF-B puede activar otras vias de sefializacion
no dependientes de SMAD entre las que se encuentran las vias MAPK y JNK/p38
(Zhang, 2009). Aunque existe menos informacién al respecto y la mayoria de los
efectos de TGF-p en el sistema inmune han sido atribuidos a la via mediada por las
proteinas SMAD, existen reportes que indican que las vias de sefializacion
independientes de SMAD estarian involucradas en la diferenciacion de los linfocitos T
CD4+ hacia linfocitos Th17 o T reguladores (Lu, y col., 2010). En base a esto, cabe

sefalar que el inhibidor quimico que utilizamos en el presente estudio (SB431542),
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inhibe el receptor tipo | de TGF-B, afectando especificamente a la via de sefializacion
mediada por las proteinas SMAD, sin afectar las vias independientes de SMAD (Inman,
y col., 2002). De este modo, si bien los efectos en la diferenciacion de los linfocitos T
CD4+ no fueron mayormente dependientes de TGF-B en nuestras condiciones
experimentales, seria interesante investigar si son mediados por las vias de
sefializacion de TGF-B no dependientes de las proteinas SMAD, para lo cual se podria

utilizar inhibidores especificos de las vias MAPK, JNK, etc.

En resumen, nuestros resultados sugieren que existe una correlacion entre el
nivel de malignidad de la linea celular y la abundancia de TGF-§ bioactivo. De este
modo, seria interesante estudiar si la interaccion entre las células del estroma y las
células tumorales, o entre las células del estroma, células tumorales y linfocitos T
CD4+, induce un aumento ain mayor en la abundancia de TGF-p bioactivo que pueda
favorecer la progresion tumoral. Ademas seria interesante investigar si la interaccion
entre células de estroma y células neoplasicas tiene algun efecto en la diferenciacion

de los linfocitos T CD4+.

Por ofra parte, independiente de si TGF-§ tiene o no un rol en nuestros
resultados, observamos que ambas lineas celulares favorecen un microambiente pro-
tumoral, modulando la respuesta de los linfocitos T CD4+. Por una parte, la linea MCF-
7, que es débilmente invasiva, induce un aumento en el porcentaje de linfocitos Tregs y
promueve un cambio en el patron de secrecion de citoquinas inclinado hacia un perfil
pro-tumoral (aumento en la producciéon de IL-17A, IL-6, IL-4) e inmuno-supresor
(aumento en la produccion de IL-10). Por otra parte, la linea MDA-MB-231, que es

altamente invasiva, induce un aumento en el porcentaje de los linfocitos Tregs, pero
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también una disminucion en el porcentaje de células Th1. Ademas genera un aumento
atin mayor que el inducido por MCF-7 en las citoquinas pro-angiogénicas (IL-17A e IL-
6) y una disminucién en las citoquinas anti-tumorales (TNF-a e IL-2). De este modo la
magnitud de la respuesta pro-tumoral se correlaciona con el nivel de invasividad de la
linea celular, ya que la linea MCF-7 favorece la generacion de un microambiente
inmuno-supresor, mientras que la linea MDA-MB-231 ademas de favorecer la inmuno-
supresién disminuye la respuesta anti-tumoral, lo que concuerda con un fenotipo mas
agresivo. Ademas, nuestros resultados sugieren que las lineas tumorales MCF-7 y
MDA-MB-231 median su efecto sobre los linfocitos T CD4+ a través de mecanismos
distintos. Los efectos sobre la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ inducidos por la
linea MCF-7 son mayormente dependientes de contacto, mientras que los inducidos
por la linea MDA-MB-231 son principalmente dependientes de factores solubles, lo que
podria favorecer su invasividad. En la literatura se ha reportado que celulas de
mieloma son capaces de inducir la generacion de linfocitos T reguladores, mediante un
mecanismo no relacionado con factores solubles como TGF-f o IL-10, sino que
dependiente del contacto mediado por la interaccion ICOS/ICOS-L (Feyler, y col,
2012). De este modo, seria interesante investigar cual el mecanismo responsable de
los efectos inducidos por la linea MCF-7 en los linfocitos T CD4+, estudiando por
ejemplo la interaccién ICOS/ICOS-L. Por otro lado, en el caso de la linea MDA-MB-231
se observd que ciertos efectos eran parcialmente dependientes de TGF-f como la
diferenciacion de los linfocitos T CD4+ hacia linfocitos T reguladores y la produccion de
IL-17, por lo cual seria interesante explorar qué otros factores solubles estan

involucrados en estos y en los otros efectos mediados por esta linea celular.
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VII. CONCLUSION

Las lineas celulares de epitelio tumoral mamario favorecen la generacion de un
microambiente inmunosupresor, aumentando la diferenciacion de los linfocitos T CD4+
hacia linfocitos T reguladores y promoviendo un cambio en el patron de secrecion de

citogquinas hacia un perfil pro-tumoral.
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