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1. RESUMEN

Los linfocitos T helper subtipo 17 (Th17) se han caracterizado a fondo en el
desarrollo y progresion de enfermedades inflamatorias y autoinmunes, pero su papel en el
cancer es controversial. La produccién de factores angiogénicos por las células Th17,
sugiere su participacion en la promocién del crecimiento tumoral, sin embargo, su
actividad inflamatoria apoya la idea que puedan fener un papel en las respuestas anti-
tumorales. Para discernir el papel real de esta poblacion se utilizé un modelo de
melanoma murinc en el contexto de ratones deficientes de células Th17, se evalud el
crecimiento del tumor y el fenotipo de las células infilirantes del tumor. Los ratones
deficientes de Th17 presentan un aumenio en la tasa de crecimiento tumoral en
comparacién con ratones silvestres, efecto que pueden ser revertido mediante la
fransferencia adoptiva de células Th17 generadas in vitro especificas contra el tumor. Las
células Th17 son capaces de infiltrarse en el tumor y sus tejidos asociados, secretan IFN-
y dentro del tumor y reducen la tasa de crecimiento tumoral. Ademas, estos linfocitos se
mantienen en circulacién en el sistema circulatorio de los ratones proporcionando una
fuente continua de células efectoras anti-tumorales. Estos resuliados revelan un papel
inesperado de las células Th17 en respuestas anti-tumorales y abre nuevas posibilidades

hacia el desarrollo de nuevas estrategias inmunoterapéuticas.
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2. ABSTRACT

T helper subtype 17 (Th17) lymphocytes have been thoroughly characterized in the
development and progression of inflammatory and autoimmune diseases, but their role in
cancer is controversial. The production of angiogenic factors by Th17 cells suggest their
involvement in promoting tumor growth however, their inflammatory activity supports the
idea they may have a role in anti-tumoral responses as well. To discern the real role of this
population we used a murine melanoma model in the context of Th17 deficient mice,
evaluating tumor growth and tumor-infiltrating cells phenotype. Th17 deficient mice present
an increase in the tumor growth rate compared to wild type mice, which can be reverted by
adoptively transferring in vitro generated tumor-specific Th17 cells. Th17 cells are able to
infiltrate the tumor and associated tissues, secrete IFN-y within the fumor and reduce the
tumor growth rate. Furthermore, these lymphocytes keep circulating the mice’s circulatory
system providing a continuous source of anti-tumoral effectors. These results reveal an
unexpected role of Th17 cells in anti-tumor responses and open new possibilities towards

the development of new immunotherapeutic strategies.




3. INTRODUCCION

3.1 El Sistema Inmune

Desde tiempos remotos se conoce que el cuerpo humano tiene la capacidad de
defenderse contra enfermedades mediante el reconocimiento de ciertos componentes
provenientes de patégenos. Esta defensa conira las enfermedades es organizada y
mediada por un conjunto de células denominado el sistema inmune. Hoy en dia existe una
visibn mas amplia de la funcién del sistema inmune, puesto que ademas del
reconocimiento de componentes asociados a patégenos, involucra el reconocimiento de
moléculas no propias y moléculas propias alteradas. De esta manera, el sistema inmune
funciona como un arma ante enfermedades, como un control de calidad de las células
propias y como un sensor que discrimina entre microorganismos patogénicos y no

patogénicos (Abbas y col., 2010).

La respuesta inmune puede ser clasificada en innata y adaptable, de acuerdo al
tiempo de reaccion, especificidad y a la capacidad de generar memoria. La respuesta
inmune innata corresponde a la primera barrera contra los patdgenocs, tanto fisica como
biolégica. Estd compuesta por las barreras epiteliales, mucosas y una amplia gama de
leucocitos, dentro de los cuales encontramos a los macrofagos y células dendriticas (DCs)
(Dempsey y col., 2003). Estas células se encueniran en permanente alerta en busca de
patégenos que son identificados por una serie de receptores codificados en la linea
germinal denominados Pattern Recognition Receptors (PRR) disefiados para reconocer
patrones moleculares asociados a patégenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns,
PAMPs). Al encontrar un patégeno, los macréfagos y DCs se activan, fagocitan al

patégeno y secretan citoquinas pro-inflamatorias (como IL -1p, IL-6, IL-12 y/o TNF-




o (Medzhitov y Janeway, 1997, Dempsey y col., 2003) estimulando y atrayendo a otras
células del sistema inmune. La respuesta inmune innata marca el inicio de la defensa, es
de reaccion instantanea al reconocer al patdgeno y efectiva. Atn asi existen patégenos
que escapan a la primera linea de defensa, para lo cual las DCs son capaces de activar la
segunda barrera, mas especifica y efectiva que la primera, la respuesta inmune adaptable

(Pancer y Cooper, 20086).

La respuesta inmune adaptable esta compuesta por linfocitos T (LT) y linfocites B
(LB), cada uno equipado con un receptor (BCR para los LB y TCR para los LT) que no se
encuentira codificado en la linea germinal, sino que se genera a partir de la recombinacion
genética de segmentos de genes que se ensamblan al azar. Por esta razon, tanto el BCR

como el TCR pueden reconacer un amplio espectro de motivos moleculares.

Durante la activacion de la respuesia inmune adaptable, las DCs producen
péptidos provenientes del patégeno y los presentan a LT, activando clones capaces de
reconocer el péptido en el contexto de moléculas de histocompatibilidad. Existen dos
subtipos de LT, los LT CD8, caracterizados por la expresién de la proteina CD8 asociada
al TCR los cuales son capaces de inducir la muerte de células infectadas por un patégeno,
y los LT CD4, caracterizados por presentar la proteina CD4 asociada al TCR, y que tienen

como funcién la produccion de citoquinas encargadas de la comunicacion celular.

3.2 Subtipos de Linfocitos T Helper

Los linfocitos T helper o CD4" son células esenciales para el desarrollo de la
respuesta inmune ya que actian coordinando a ofros componentes celulares del sistema

inmune. Una vez activados por las DCs, los LT CD4" se diferencian en distintos linajes,




los cuales se clasifican en base a su funcién y el patron de citoquinas que secretan. Hasta
hoy se han descrito 4 linajes distintos de linfocitos T helper denominados T helper 1 (Th1),
T helper 2 (Th2), T helper 17 (Th17) y T reguladores (Tregs). La diferenciacién de los
linfocitos T CD4" hacia los diferentes linajes depende principalmente de las citoquinas

presentes durante su activacion (Murphy y Reiner, 2002, Weaver y col., 2006).

Los linfocitos T CD4" se diferencian en células Th1 en presencia de interleuquina-
12 (IL-12). Esta citoquina promueve, mediante [a activacién de STAT1 y STAT4, la
expresion del factor de franscripcion T-bet (Lighvani y col., 2001, Afkarian y col., 2002,
Usui y col., 2003), controlador maestro del linaje (Szabo y col., 2000) que, junto a STAT4,
son responsables del fenotipo Tht1 completamente funcional (Thieu y col., 2008).'Las
células Th1 estan asociadas principalmente a la respuesta inmune celular y se caracteriza
por su capacidad de producir IFN-y. Esta citoquina tiene propiedades antivirales directas,
induce la expresion de moléculas de histocompatibilidad clase | y Il (MHC-l y MHC-II) en
las células nucleadas (Steimle y col., 1994, Zhou, 2009}, activa procesos bactericidas en
macréfagos (Boehm y col., 1997), aumenta la actividad de células NK (Carnaud y col.,
1999) y regula la actividad y memoria de los LB aumentando la produccién de anticuerpos

y prormoviendo el cambio de isotipo (Finkelman y col., 1988, Boehm y col., 1997).

Los linfocitos Th2 se generan en presencia de [L-4 que induce la expresién de
GATAS3, el factor de transcripcién maestro de este linaje (Zhu y col., 2008). Estos linfocitos
se caracterizan por la produccién de IL4, IL-5 e IL-13 y se encuentran asociados a Ia
respuesta inmune humoral, teniendo un papel critico en el desarrollo de asma y de ofras

reacciones alérgicas (Zhu y col., 2008).

Los linfocitos T CD4" pueden diferenciarse a Tregs en presencia de TGF-p a




través de la activacién del factor de transcripcién Foxp3 (Fontenot y col., 2003). Estas
células se caracterizan por regular negativamente la respuesta inmune, eliminando o
evitando la activacién de las células efectoras. Dentro de los mecanismos de supresion se
encuentran: la secrecion de citoquinas inhibitorias, la disrupcién metabdlica y la inhibicién
de la maduracion de DCs entre otros (Vignali y col., 2008). Al activarse, los Tregs pueden
secretar citoquinas inhibitorias como IL-10, TGF-f e IL-35 que son capaces de ejercer una
funcién regulatoria sobre ofras células (Joetham y col., 2007). Por otra parte, la expresion
de ciertas enzimas por parie de los Tregs, tanto en la superficie celular como excretadas,
permite a estas células eliminar ciertas moléculas el microambiente a su airededor
causando una disrupcidon metabdlica en las células adyacentes. Un ejemplo de este
proceso es la expresion de la ectonucleosidasa trifosfato difosfohidrolasa 1 (ENTPD1),
también llamada Cluster de Diferenciacién 39 (CD39), que cataliza la hidrélisis de ATP
extracelular a ADP o AMP, eliminando el ATP utilizable por otras células en el medio. Esta
accién es complementada por la expresién de una 5'-nucleotidasa denominada CD73,
capaz de catalizar la hidrélisis de AMP a adenosina, la cual a través de la unién a sus
receptores en las células adyacentes, aumenta los niveles de AMP ciclico intracelular,
inhibiendo procesos de activacion y proliferacion (Huang y col., 1997). Estos variados
mecanismos con los que cuentan los Tregs, permiten a estas células regular
negativamente [a respuesta inmune, convirtiendo a los Tregs en uno de los pilares de la

inhibicién de la respuesta inmune.

Por otra parte, los linfocitos Th17 son una poblacién descrita recientemente como
un linaje independiente a los linfocitos Th1 y Th2. Estas células se caracterizan por
producir citoquinas proinflamatorias como IL-17A (IL-17), IL-17F, IL-21 e IL-22 y por estar

regulados por un Unico factor de transcripcion maestro llamado RAR-related orphan

receptor gamma t (RORyt) (lvanov y col., 2008) (Harrington y col., 2005). Se describen




como un linaje independiente de los ya descritos, puesto que no producen IFN-y ni IL-4, ni
estan regulados por los factores de transcripcion T-bet ni GATA-3 (Harrington y col., 2005).
En el modelo murino se ha descrito que la diferenciacién in vitro de los linfocitos Th17
depende directamente de las citoquinas TGF-3 e IL-6, sin embargo existen discrepancias

en cuanto al papel de TGF-§ en este proceso (Zhou y col., 2007, Schumann y col., 2012).
La funcién de los Th17 esta relacionada a procesos de inflamacion, donde la produccion
de IL-17 induce la secrecion de numerosas citoquinas proinflamatorias (IL-1b, IL-6, TNF y
GM-CSF), guimioquinas (CXCL1, CXCLS5, IL-8, CCL2 y CCL7), péptidos antimicrobianos y
metaloproteasas (MMP1, MMP3 y MMP13) por parte de fibroblastos, células epiteliales y
células endoteliales (Ilwakura y col., 2011). Desde su descubrimiento, los linfocitos Th17
han sido relacionados con la respuesta contra varias infecciones bacterianas, tanto gram
negativas como positivas, y en especial en la defensa contra hongos (Infante-Duarte y col.,
2000, Chung y col., 2003, Huang y col., 2004). Sin embargo, hoy se postula que estas
células también poseen un papel determinante en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes. De esta forma, las células Th17 han sido relacionados con el pronéstico de
ciertas enfermedades como la artritis reumatoide (Murphy y col.,, 2003, Nakae y col.,
2003) y la esclerosis mililtiple (Nakae y col., 2003, Langrish y col., 2005, Hofstetter y col.,

2005).

Actualmente, varios trabajos plantean la distincién de dos tipos de células Th17
dependiendo de su patogenicidad; los linfocitos Th17 patogénicos o inflamatorios y los
linfocitos Th17 regulatorios. El grupo de Loveit-Racke determiné que no todos los tipos de
linfocitos Th17 generados in vifro pueden generar EAE, sino que requeria de ciertos
factores que aseguraran su patogenicidad (Yang y col, 2009). Estas células no
patogénicas (Th17 regulatorios) no solo fallan al generar EAE, sino que ademas pueden

secretar IL-10 otorgéndoles funciones regulatorias (McGeachy y col., 2007). Mas aun,




investigaciones recientes han demostrado que los linfocitos Th17 regulatorios pueden ser
encontrados en el intestino delgado, donde controlan procesos de inflamacion (Esplugues
y col., 2011) y en el microambiente tumoral donde aun se desconoce el papel que

cumplirian (Chalmin y col., 2012).

3.3 El Sistema Inmune y Cancer

Hasta finales de la década de los 50 no existian argumentos formales que
permitieran relacionar el cancer con el sistema inmune. El paradigma no permitia el
concepto que el sistema inmune pudiera identificar y destruir células propias, incluso
aunque estas tuvieran un fenotipo aiterado, ya que no se conocian antigenos propios de
los tumores que no se encontraran en células no alieradas. Este concepto fue puesto a
prueba en 1857, cuando Macfarlane Burnet y Lewis Thomas desarrollaron io que se
transformaria en la teoria de la ‘vigilancia inmune del cancer” (Cancer
Immunosurveillance) (Burnet, 1964, Burnet, 1970). Esita t{eoria propone que
constantemente se estdn desarrollando multiples focos tumorales en un organismo
multicelular a partir de células somaticas transformadas o alteradas, las cuales adquieren
cierfos antigenos que las distinguirfan como células alteradas, siendo capaces de ser
detectadas y eliminadas por el sistema inmune antes que el foco tumoral llegue a ser
detectado clinicamente (Burnet, 1970). En un principio, la hipdtesis no era muy aceptada,
principalmente por la falta del conocimiento de antigenos tumorales, pero en los afios 60,
utilizando trasplantes singénicos de tumores en ratones se probd que se podia inmunizar
un organismo contra un tumor. De esia forma se demostré que los tumores contenian
antigenos propios de las células alteradas capaces de ser reconocidos por el sistema

inmune, respaldando [a teoria de [a “vigilancia inmune” (Old y Boyse, 1964, Klein, 1966).




En el afio 2001, un estudio reveld que los tumores generados en ratones
inmunodeficientes tenian una mayor inmunogenicidad que los tumores generados en
ratones inmunocompetenties (Shankaran y col., 2001). Las células tumorales en el ratén
inmunocompetente estan constantemente sometidas a una presion al ser atacadas por el
sistema inmune, eliminando aquellas capaces de generar una respuesta inmune e
ignorando a aquellas que poseen algun mecanismo de evasion, por esta razén, el sistema
inmune estaria favoreciendo la generacion de células tumorales menos inmunogénicas.
Este descubrimiento dio origen a la teoria de la “inmunocedicién del cancer” (Cancer
Immunoediting) (Dunn y col., 2004), que explica como el sistema inmune constantemente
busca y destruye células tumorales, a su vez seleccionando aquellas células con mas
posibilidades de evadir el ataque, hasta que finalmente una célula tiene el potencial de

escapar completamente a la eliminacién, generando un tumor.

Asi, el estudio del sistema inmune y sus diversos componentes ha sido un eje
fundamental en la batalla contra el cancer. Terapias biolégicas que mejoran el prondstico
de pacientes y complementan las terapias actuales, como la utilizacién de anticuerpos
contra las moléculas inmunoregulatorias (Peggs y col, 2006, Brahmer y col.,, 2012,
Topalian y col., 2012), fomentan que el conocimiento y utilizacién de la inmunologia en

terapias celulares para esta enfermedad.

3.4 Sistema Inmune: ;A favor o en contra del tumor?

Una caracteristica principal de Ilas células tumorales es su proliferacion
descontrolada, lo que genera un importante estrés mitdtico en las células, cambiando su

patrén de expresion proteico. Péptidos provenientes de proteinas mutadas o péptidos que




se encuenfran en una proporcion anormal en la superficie celular permiten al sistema
inmune la identificacién de estas células para su eliminacién. Por otro lado, las células
tumorales que han sobrevivido al proceso de inmunoedicién poseen mecanismos de
evasion a la respuesta inmune organizando un microambiente inmunosupresor. De esta
forma, dentro de las células del sistema inmune que se encuentran en el microambiente
tumoral, existen células que presentan una funcién antitumoral, y otras células

inmunosupresoras que poseen actividad protumeral.

Entre las células con actividad antitumoral se encuentran aquellas con capacidad
citotéxica, como son las células NK y los linfocitos T CD8. Las células NK reconocen la
expresion moléculas de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) y marcadores de estrés en
las células del cuerpe (Waldhauer y Steinle, 2008). Las células tumorales, al estar
sometidas a un estrés genético, sobreexpresan moléculas ligando de un receptor especial
llamado NKG2D, expresado en células NK y en LT (Backstrom y col., 2004, Waldhauer y
Steinle, 2008). Este receptor es capaz de activar las células NK gatillando la destruccion
del tumor. Por otro lado, los linfocitos T CD8 reconocen, mediante el TCR, péptidos
presentados en MHC-I, detectando la alteracién en las células tumorales. Ambos tipos
celulares son capaces de causar la lisis de células tumorales mediante vias similares
basadas en la expresién de moléculas solubles citotoxicas contenidas en granulos. Al
reconocer sus ligandos, las células se activan y liberan granulos citotéxicos que poseen
moléculas con funcién directa de lisis celular como son perforinas y granzimas. Estas
ultimas activan la via de sefializacién de las caspasas causando la muerte de la célula

blanco (Trapani y Smyth, 2002).

Adicionalmente a las células citotéxicas, existe otra fraccion de la respuesta

efectora que se encarga de activar tanto la respuesta inmune innata, como la adquirida,
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de tal forma de organizar una respuesta eficiente antitumoral. Los linfocitos Th1 detectan
los péptidos alterados presentades en MHC-ll, se activan y secretan moléculas
proinflamatorias, en especial IFN-y. Esta citoquina, como se explicd con anterioridad,
induce la degranulacién en las células citotéxicas promoviendo su actividad antitumoral,
provoca la activacion de macroéfages, induce la expresion de MHC de clase | y Il en las
células tumorales de manera de mejorar su deteccioén y favorece la diferenciacion de otros

linfocitos T helper hacia células Th1.

Por otra parte, entre las células que disminuyen la respuesta inmune antitumoral
se encueniran los Tregs y las células supresoras de origen mieloide (MDSC). Los Tregs
son el pilar fundamental de la regulacion de la respuesta inmune y los tumores han
logrado utilizarlos en su favor. Los fumores secretan quimioquinas como CCL22, cuyo
receptor CCR4 se expresa en los Tregs mediando el reclutamiento de estas células al
microambiente tumoral (Woo y col., 2001, Curiel y col., 2004, Ishida y col., 2006, Wang y
Wang, 2007). Una vez en los alrededores de! tumor, estas células mitigan todas las
respuestas antitumorales mediante sus diversos mecanismos de accién anteriormente
descritos. Los Tregs expresan tanto CD39 como CD73 mediante los cuales genera
adenosina extracelular. Esta molécula afecta de gran manera a los linfocitos T efectores,
inhibiendo su activacion y proliferacidn (Majumdar y Aggarwal, 2003, Zhang y col., 2004),
su capacidad citotoxica y la produccién de citoquinas (Ohta y col., 2009), e incluso

generando anergia (Zarek y col., 2008).

Las MDSC estan compuestas de una poblacién heterogénea de células inmaduras
de origen mieloide que poseen la capacidad de suprimir la respuesta inmune. Fueron
descritas por primera vez en la década de los 80 en modelos animales de cancer (Young

y col., 1987). Esta poblacion existe naturalmente en la médula ésea correspondiendo a un
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20 a 30% de las células, y a un 4 a 5% de los esplenocitos de un ratén sano, pero en
condiciones patolégicas esta poblacion se expande, llegando a ser un 10% de los
esplenocitos y una gran parte de las células infiliradas en un tumor (Nufiez y col., 2012).
La capacidad regulatoria de estas células se basa en varios mecanismos, entre ellos la
expresion de arginasa-1 y de oxido nifrico sintasa inducible {(INOS). Estas enzimas
catabolizan la degradacion de la L-arginina exiracelular, alterando el ciclo celular de

linfocitos T e inhibiendo la maduracién de DCs (Rodriguez y col., 2002).

3.5 Papel de las células Th17 en el desarrollo del cancer

Los linfocitos Th17 han sido relacionados con inflamacién y enfermedades
autoinmunes, pero su rol activo en el cancer aun es un tema controversial. Los fenomenos
de inflamacién se han asociado al cancer tanto para su formacion, mantencién, invasion y
metdstasis, fomentando su malignidad; mientras que por otra parie, la inflamacién
también es la base de la respuesta inmune al ser utilizada para reclutar mas leucocitos y
ayudar en la eliminacion de las células tumorales (Coussens y Werb, 2002, Rakoff-
Nahoum, 2006, Grivennikov y col., 2010). Ain cuando en varios tipos de cancer como
melanoma (Kryczek y col., 2008), hepatocarcinomas (Zhang y col., 2009), cancer de
ovaric {Miyahara y col.,, 2008), de préstata (Sfanos y col.,, 2008), de pancreas, renal
(Kryczek y col., 2009) y en cancer microcitico de pulmén (Koyama y col., 2008, Su y col.,
2010) se ha descrito un aumento en el nimero de linfocitos Th17, el rol que cumplen

estas células en la patologia aln no es claro.

Variadas evidencias apuntan a un papel pro-tumoral de las células Th17 y de las

citoguinas que producen. Mediante la induccién de inflamacion, estos linfocitos pueden
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IFN-y (Pelletier y col., 2010). En conjunto, estas citoquinas reclutan y activan neutréfilos

en el lugar de inflamacién, en este caso al tumor, donde se encuentran relacionados con
un diagnéstico negativo, al inducir un microambiente tolerogénico e inducir la proliferacion

de las células tumorales (Fridlender y col., 2009, Houghton y col., 2010).

Como ya se ha mencionado, el papel bioldégico de las células Th17 esta
fuertemente relacionado con la generacion de inflamacién. Estudios realizados en ratones
inmunodeficientes revelan que la aplicacidn de [L-17 exdgena induce la expresion de
VEGF y prostaglandinas (E1 y E2) en células del estroma y fibroblastos, lo que promueve
la vascularizacion del tumor (Tartour y col., 1999, Numasaki y col., 2003, Numasaki y col.,
2005). Ademas, la IL-17 induce la produccion de IL-6 in situ, aumentando [a expresion del
factor de transcripcion STAT-3 en las células tumorales promoviendo su proliferacion y
sobrevida {Wang y col., 2009). Mas aun, ratones incapaces de reaccionar ante IL-17,
knock out para el receptor de IL-17 (IL-17R), presentan una disminucién en el nimero de
MDSC capaces de infiltrar €l tumor lo que provoca una reduccién en el crecimiento

tumoral (He y col., 2010).

Por otro lado, han surgido numerosos trabajos que postulan un efecto antitumoral
de las células Th17. Estudios realizados en modelos murinos indican que las células Th17
tienen una relacién directamente proporcional con la infiltracion y actividad de células
efectoras (linfocitos T citotoxicos, celulas productoras de IFN-y y células NK) e
indirectamente proporcional con linfocitos Tregs (Curiel y col., 2004, Martin-Crozco y col.,
2009, Kryczek y col., 2009), (Nufiez y col., 2012)}. Incluso, un estudio del grupo de Restifo

demuestra que en un raton receptor linfopénico, las células Th17 son capaces de
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erradicar melanomas establecidos de una forma dependiente de IFN-y (Muranski y col.,

2008).

Este conjunto de datos contradictorios no permite dilucidar el verdadero papel que
cumplen los linfocitos Th17 en el cancer. Sin embargo cabe destacar que la mayoria de
las evidencias que avalan la capacidad protumoral de estas células se enfocan en la
accién de IL-17. Recientemente se ha ampliado el arsenal de citoquinas que producen las
células Th17, por lo cual reducir el efecto de las células Th17 a la produccién de IL-17
resulta un modelo demasiado simplista. Mas atin y agregando complejidad al papel de
estas células en el cancer, nuevos estudios indican que los linfocitos Th17 pueden

adoptar un fenotipo regulatorio, fomentando asi el desarrollo tumoral.

En este trabajo se analizd el papel de los linfocitos Th17 en la respuesta inmune
anti-tumoral. Para esto, estudiamos el crecimiento tumoral en ratones que carecen de
células Th17, el efecto de la transferencia adoptiva de células Th17 en el crecimiento
tumoral y finalmente verificamos el efecto del tumor sobre los Th17 enddgenos. Nuestros
resultados indican que los linfocitos Th17 tienen una accidén anti-tumoral, la cual podria

ser mediada por la produccién de [FN-y por parte de estas celulas.
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4. HIPOTESIS

Los linfocitos Th17 poseen funcién anti-tumoral.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

- Estudiar la funcion de los linfocitos Th17 en el microambiente tumoral.

5.2 Objetivos Especificos

- Estudiar el crecimiento tumoral en raiones deficientes de linfocitos Th17.

- Estudiar el fenotipo de los linfocitos Th17 en el microambiente tumoral.

Generar linfocitos Th17 in vitro y demosirar su efecto antitumoral.

Describir la estabilidad y actividad de [os linfocitos Th17 en el tiempo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ratones

Ratones C57BL/6 (WT), OT-ll, B6.129P2(Cg)-Rorc™?"/) (RORc) y ratones
B6.SJL-Ptpre® Pep3°/BoyJ (CD45.1), fueron comprados a The Jackson Laboratories. Los
ratones homocigotos RORc (0 RORyt*"9%) poseen un knock-in de GFP en el gen ROR-y,
especifico para la isoforma ROR-y, por lo cual son incapaces de expresar el factor de
transcripcion RORgt, y son deficientes en linfocitos Th17. Los ratones heterocigotos
(RORyt"®™), son utilizados como reporteros, ya que los Th17, al expresar RORyt,
coexpresan GFP (Eberl y col., 2004). Los ratones OT-Il presentan una insercién genética
en el cromosoma Y que les permite expresar en linfocitos T CD4" un TCR transgénico
(cadenas Va2 y VB5) con especificidad con?ra un péptido de ovoalbiimina {OVA 323-339),
presentado en contexto de MHC-II I-A°. Ratones OT-ll que expresan ambas isoformas de
CD45 (CD45.1 y CD45.2) se generaron mediante la cruza de ratones OT-ll (CD45.2) con
ratones B6.SJL-Ptprc® Pep3°/BoyJ (CD45.1). Todos los ratones fueron mantenidos en e
bioterio de la Fundacion Ciencia y Vida en condiciones libres de patégenos. Para los

experimentos se utilizaron ratones entre 6 y 12 semanas de edad.

6.2 Genotipificacion de ratones RORc

Para identificar el genotipo de las crias de los ratones transgénicos RORc que
portan [a mutacién de forma heterocigota u homocigota se les realiza un ensayo de PCR.
Para obtener ADN de cada raton se utilizé el método HOTSHOT. Para esto, un trozo de 1-

2 mm de cola del raton se sumerge en solucién de lisis alcalina (NaOH 2,5 mM+ EDTA
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0,2mM, pH 12) y se incuba por 2 horas. Finalmente, esta solucién se neutraliza con una
solucién de Tris-HCI (40 mM), obteniendo ADN genémico del ratén listo para ser utilizado

en una reaccion de PCR.

El genotipo se verifica con una reaccién de PCR ftradicional utilizando Platinum
PCR Supermix (Invitrogen) y el resultado se analiza mediante una electroforesis en un gel
de agarosa 2,5%. El amplicon del gen no alterado tiene un peso molecular de 174 pb,

mientras que el amplicén de la version transgénica tiene un peso molecular de 241 pb.

6.3 Lineas y modelos tumorales

La linea tumoral de melanoma murino B16.F10 se obtuvo de ATCC. Las células
B16 que expresan la ovoalblimina, B16-OVA fueron donadas por el Dr. Randolph Noelle
(King’s College, Londres). La linea murina de cancer de vejiga MB-49 fue donada por la
Dra. Maria Inés Becker (Biosonda). La linea murina de hepatocarcinoma Hepa 1-6 fue
donada por el Dr. Luis Burzio (Fundacién Ciencia y Vida). Para la obtencidon de tumores
intradérmicos, 0,3 x 10° (B16.F10, B16-OVA) o 2 x 10° (MB-49, Hepa 1-6) células se
inyectaron por via intradérmica (i.d.) al costado derecho de ratones de 6 semanas de
edad. La evolucion del tamafio de los tumores se evalué cada dos dias mediante dos
mediciones perpendiculares del tumor realizadas con un pie de metro. Los tumores se

desarrollan en el ratén hasta un tamafio maximo de 250 mm? antes de ser sacrificados.
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6.4 Procesamiento de érganos linfoides secundarios y tumor

Para la obtencién de esplenocitos, el bazo del ratén se disecté v se recibid en una
placa de Petri con 10 mL de RPMI + 10% SFB y se perfundié para obtener una
suspensién celular. Esta se centrifugd a 600 x g durante 7 minutos y se resuspendid en 2
mL buffer de lisis de glébulos rojos (RBC Lisis Buffer, eBioscience) durante 5 minutos. Las

células se lavaron con RPMI + 10% SFB y se resuspendieron en 10 mL del mismo medio.

Para la obtencién de células desde los ganglios linfaticos, éstos se disectaron y se
disgregaron con una tijera. Finalmente, la suspension celular se filtré por una maila

metalica de 90 um, llevando a un volumen de 7 mL con RPMI + 10% SFB.

Tumores entre 50 y 150 mm?® se disectaron y disgregaron mecanicamente con una
tijera en HBSS + 5% SFB. Luego, la suspensidn celular y restos de tejido se traspasaron a
un tubo falcon de 15 mL y se realizé una digestién enzimatica con 2 mg/mL de
Colagenasa D (Roche) y 2 mg/mL de DNAsa | (Roche). Luego se incubaron a 37°C con
agitacién suave durante 30 minutos. Al terminar la digestion, el tejido se filtré a través de
una malla de 70 um (cell strainer, BD), luego se centrifugd a 500 x g durante 5 minutos y
se resuspendieron en 2 mL de buffer de lisis de glébulos rojos por 5 minutos. Tras el
tratamiento, las células se lavaron y luego resuspendieron en 3 mL de Percoll 40%. Con
una pipeta Pasteur, se agregdé el mismo volumen de Percoll 70% bajo la suspensién
celular, y se centrifugé a 750 x g durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Luego, se
recuperé el anillo que se produce entre las dos fases que contiene las células
mononucleares y se traspaso a otro tubo donde se lavan con HBSS + 5% SFB de manera

de eliminar el Percoll existente. Finalmente, las células se resuspendieron en 3 mL de

medio.




6.5 Generacion de células Th1y Th17 in vitro

Para obtener células Th1 y Th17 especificas contra OVA, se aislaron linfocitos T
virgenes a partir de ratones OT-Il y se activaron, en diferentes condiciones polarizantes,

con células dendriticas obtenidas a partir de ratones C57BL/6.

Los linfocitos T virgenes se aislaron a partir del bazo de un ratén OT-ll. Para esto,
luego de la lisis de glébulos rojos, los esplenocitos se incubaron con perlas magnéticas
acopladas a anticuerpos a-CD4 (Miltenyi Biotec)(75 uL de perlas por cada 100 millones
de esplenocitos) en Verseno + 5% SFB, durante 20 minutos a 4°C con agitacion rotatoria
suave. Luego se realizé la seleccion positiva de los linfocitos T CD4 mediante separacion
inmunomagnética (Columnas LS, Miltenyi Biotec). La fraccion positiva contiene fos LT
CD4+. La pureza de la preparacion se verificd cada vez mediante citometria de flujo,

obteniéndose siempre al menos un 85% de células CD4".

Para obtener células dendriticas, se disectd el bazo de un ratén C57BL/6, y se
recibié en 10 mL de RPMI + 10% SFB. Se disgregd con una tijera, se realizd la digestiéon
enziméatica con 2 mg/mL de Colagenasa D (Roche) y 2 mg/mL de DNAsa | (Roche} y se
incubd a 37°C con agitacion rotatoria leve durante 45 minutos. Al finalizar la incubacion, la
muestra se filtré en un cell strainer de 70 um, se centrifugd a 600 x g durante 7 minutos y
se resuspendio en 2 mL buffer de lisis de glébulos rojos durante 5 minutos. Tras la lisis de
glébulos rojos, las células se lavaron y resuspendieron en 10 mL de RPMI + 10% SFB.
Para aislar las DCs, los esplenocitos se incubaron con perlas magnéticas acopladas a
anticuerpo o-CD11c (Miltenyi Biotec)(30ul. de perlas por cada 100 millones de
esplenocitos) en Verseno + 5% SFB, durante 20 minutos a 4°C con agitacion rotatoria

suave. Luego de la incubacion, se lavaron y resuspendieron en 1 mL de Verseno + 5%
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SFB. La suspension celular se traspasd a una columna (Columna LS, Miltenyi Biotec)
sometida a un campo magnético, de manera que células marcadas con las perlas quedan
atrapadas en la columna, luego se lava la columna, se saca del magneto y se eluyen [as
células. Las células se centrifugaron y se resuspendieron en medio de cultivo, IMDM

(Iscove’'s Modified Dulbecco’'s Media) suplementado con 10% de SFB, 0,25pg/mL de

Fungizona y 0,05 uM de B-mercaptoetanol.

Una vez obtenidas las DCs vy los linfocitos T virgenes, las células se cocultivaron a
una proporcién 1:5 (20.000 DCs y 100.000 linfocitos T virgenes) por pozo, en placas de
96 pocillos, en presencia del anticuerpo «-CD3 (eBioscience) a una concentracién final de
1 ug/ml. para activar a los linfocitos T virgenes. Para polarizar hacia un fenotipo Th17, el
medio se suplementé con 5 ng/ml de TGF-B (eBioscience), 20 ng/ml de IL.-6 (R&D
System), 10 ng/ml de IL-18 (R&D System) y Sug/mL de un anticuerpo a-IFN-y (Biol.egend).
En el caso de la polarizacion hacia linfocitos Th1 el medio se suplementé con 10 ng/mL de
IL-12 (R&D Systems) y 10 ng/mL de IL-2 (eBioscience). El cocultivo se incubé durante 4
dias a 37°C y 5% CO,, luego de lo cual se verifico el fenotipo de los linfocitos resultantes

mediante citometria de flujo.

6.6 Transferencia adoptiva de células Th1 y Th17

Al dia 10 posterior a la inyeccion i.d. de células tumorales, 1 x 10° células Th17 o
Th1 generadas in vifro se inyectaron en el ratén por via intravenosa (i.v.). Cuando fue

necesario marcar las células a inyectar, se [avaron las células con PBS y se
resuspendieron en 5uM de CellTrace™ Violet (Invitrogen) en medio PBS a 37°C y

agitacion suave durante 10 minutos, luego se lavaron con PBS y se inyectaron al raton.
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En el caso de un experimento de crecimiento tumoral, se realizé un seguimiento al
crecimiento al medir los tumores en el tiempo hasta el dia 21, dia en el cual los ratones

son sacrificados para analisis.

6.7 Activacion de linfocitos

Para analizar la expresién de citoquinas por parte de linfocitos se realizé una
activacion in vitro independiente de TCR. Los linfocitos aislados fueron incubados en
RPMI 10% SFB, en presencia de PMA 0,25 uM (Sigma), ionomicina 1 pg/mL (Sigma) y
1ul. de Brefeldina A (GoigiPlug, BD Biosciences), durante 4 horas a 37°C y 5% CO..
Luego de la incubacién, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos y se resuspendieron

en PBS + 2% SFB.

6.8 Anticuerpos y citometria de flujo

Para analizar las células obtenidas de los ratones y las células generadas in vifro

se usb citometria de flujo multiparameétrica.

Los anticuerpos contra CD3-FITC (clon 17A2), CD4-APC-eFluor780 (clon GK1.5),
CD39-PE (clon 24DMS1), CD73-PE-Cy7 (clon TY/11.8), CD11¢c-APC (clon N418), Va2-PE
(clon B20.1), CD16/32 (clon 93), CD25-PE (clon PC61.5), CD45.2-PE-Cy7 (clon 104) y
IFN-y-Alexa 647 (clon XMG1.2) se compraron a eBioscience; el anticuerpo contra CD19-
APC-Cy7 (clon 1D3) se compré a BD Pharmigen; y los anticuerpos que reconocen CD4-

APC (clon GK1.5), I-Ab-FITC (clon 25-09-17), B220-PE-Cy7 (clon Ra3-6B2), Vp5-APC
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(clon MR9-4), CD45.1-APC (clon A20) y IL-17-PE (clon TC11-18H10.1) se compraron a

BioLegend.

Para [a deteccion de moléculas de superficie mediante citometria de flujo, las
células se incubaron con un anticuerpo contra CD16/CD32 (Fc Block) en medio PBS + 2%
SFB durante 20 minutos a 4°C y oscuridad para bloquear receptores Fc. Luego, se
lavaron las células con PBS + 2% SFB y centrifugaron a 600 x g por 7 minutos.
Posteriormente, las células se incubaron con los respectivos anticuerpos fluorescentes en
PBS + 2% SFB durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. De manera de descartar células
muertas, las células se lavaron nuevamente y se incubaron con un reactivo para
determinar viabilidad (LiveDead Cell Viability Dye, Life Technologies) diluido en PBS (1uL
de LiveDead por mL de PBS) a 4°C por 30 minutos. Finalmente, se lavaron con PBS + 2%
SFB, se centrifugaron a 600 x g durante 7 minutos y se resuspendieron en 300 plL de PBS

+ 2% SFB para ser analizadas.

Para marcaje intracelular, luego del marcaje extracelular descrito anteriormente,
las células se fijaron y permeabilizaron con 200 pl. de BD Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) durante 20 minutos a 4°C y oscuridad. Al cabo de la incubacién, las células
se lavaron con 700 pL de Permwash (BD Biosciences) y se cenfrifugaron a 700 x g
durante 8 minutos. Luego, las células se incubaron con los respectivos anticuerpos
diluidos en 100 ul. de Permwash durante 30 minutos a 4°C y oscuridad. Finalmente, se
lavaron con 700 uL de Permwash, se centrifugaron a 700 x g por 8 minutos y se
resuspendieron en 300 uL de PBS + 2% SFB. Las células se analizaron mediante
citometria de flujo en un citémetro FACSCanto [l (BD Biosciences), y los datos fueron

procesados con el programa FlowJo (Tree Star, Inc.)
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6.9 Analisis de citoquinas en el microambiente tumoral

Se aislaron células mononucleares de distintos érganos y se activaron con PMA
0,25 uM (Sigma) y ionomicina 1 pg/mL (Sigma) durante 4 horas a 37°C y 5% CO,. Luego
de la incubacion se cenirifugaron las células a 600 x g durante 7 minutos y se recolecté el
sobrenadante. Los sobrenadantes se analizaron con el kit de citoguinas CBA Mouse

Th1/Th2/Th17, que en conjunto detectan |L-10, IL-17, TNF-c, IL-4, IL-6, IFN-y e IL-2.

6.10 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de las curvas de crecimiento tumoral entre distintas
lineas tumorales y distintos tratamientos se utilizd un analisis de ANOVA de 2 vias con
correccion de Bonferroni. Para el caso del analisis de secrecidn de citoquinas se analizdé
con mediante una prueba t de Student no pareada de 2 colas. Ambos analisis se
realizaron en el programa GraphPad Prism 5.0c (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). Para ambos casos se considera la significancia con un valor de p < 0,05. { * < 0,05,

**< 0,01, *** < 0,001)
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7. Resultados

7.1 La deficiencia de linfocitos Th17 provoca una aceleracion del crecimiento

tumoral

Para entender el papel que cumplen los linfocitos Th17 en la respuesta antitumoral,
ratones que carecen de células Th17 (ROR™™) y ratones silvestres (C57BL/B) se
inyectaron intradermicamente con diferentes lineas tumorales provenientes de melanoma
(B16.F10), cancer de vejiga (MB-49) y hepatocarcinoma (Hepa 1-68) y el crecimiento
tumoral se monitored cada dos dias. Como se observa en [a figura 1, el crecimiento
tumoral de todas las lineas celulares evaluadas se acelera en los ratones RORY? [0 que

sugiere que la ausencia de las células Th17 provoca una mayor tasa de crecimiento

tumorai.
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Figura 1. Cinética de crecimiento tumoral en ratones C57BL/6 y RORgfp/gfp. Ratones C57BL/6
y ratones deficientes de células Th17 (RORY®) se inyectaron infradermicamente con (a). 0,3 x
10° células B16.F10, (b). 2 x 10° células MB-49 o (c). 2 x 10° células Hepa 1-6. Posteriormente se
reqistro el crecimiento tumoral cada 2 dias hasta ser sacrificados.

7.2 Las células Th17 provocan una disminucion de la IL-6 en el microambiente

tumoral

Para estudiar si un cambio en el patrén de citoquinas producidas en ausencia de

células Th17 podria explicar las diferencias en el crecimiento tumoral entre ratones

C57BL/6 y RORY9® células del bazo, 6rgano linfoide drenante del tumor (TdLN) y del

tumor se aislaron de ambos ratones y luego se activaron con PMA vy ionomicina de tal

manera de analizar las citoquinas producidas.
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Tal como se esperaba, las células provenientes de ratones ROR" producen
bajas concentraciones de IL-17 en el bazo, y no se encuentran niveles detectables de
esta citoquina en el tumor (figura 2a). Los niveles de otras citoquinas como IFN-y, TNF, IL-
2 e IL-4 las cuales estan asociadas a otros linajes T helper como Th1 y Th2 tampoco
varian de forma significativa entre ratones silvestres y aquellos que carecen de células
Th17 (figura 2b). En el caso de la IL-10, una citoquina relacionada con la inmunosupresién,
se observa un aumento en la produccion por parte de las células de bazo en ratones
RORY%® mientras que no ocurren cambios significativos en el microambiente tumoral
(figura 2c). Finalmente, se observa un aumento significativo en las concentraciones de IL-
6 en los sobrenadantes de activacion de linfocitos capaces de infiltrar el tumor en ratones
deficientes en células Th17 en comparacion con ratones silvestres (figura 2d). Estos datos
en conjunto indican que los ratones RORY®"® presentan alteraciones en el patrén de

citoquinas que se producen en el microambiente tumoral.
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Figura 2. Analisis del patréon de citoquinas producidas por células provenientes del bazo,
TdLN y tumor de ratones C57BL/6 y RORY™9"_ Ratones C57BL/6 y ROR*™9" se inyectaron
con 0,3 x 10° células B16.F10 y al cabo de 10 dias, se aislaron células de bazo, TdLN y tumor.
Las células (1 x 10° células/mL) se activaron con PMA y lonomicina por 4 horas. Luego de la
incubacion se recolectaron los sobrenadantes y se realizd un ensayo de CBA para detectar la
concentracién de IL-17 (a), IFN-y, TNF, IL-2, IL-4 (b), IL-10 (c) e IL-6 (d). La linea roja punteada
sefiala el limite de deteccion del kit.

7.3 Fenotipo de los linfocitos Th17 enddégenos en el microambiente tumoral

El porcentaje de linfocitos Th17 en un humano o en un ratén saludables son
extremadamente bajos, pero cuando se manifiestan ciertas enfermedades, como la
esclerosis multiple (o EAE en modelos murinos), esta poblacién se expande y cumple un
rol fundamental en la enfermedad (Matusevicius y col., 1999, Lock y col., 2002, Langrish y
col., 2005). Para verificar si durante el desarrollo del cancer también ocurre una expansion

de células Th17, ratones ROR"¥" heterocigotos sanos y con tumores se analizaron en
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busca de células GFP™ (que representan a la poblacién de células Th17). Como se
observa en la figura 3a, la poblacién de linfocitos Th17 se expande en todos los érganos

linfoides analizados en ratones con tumor en comparacién con ratones sanos.

Nuevos estudios han revelado que las células Th17 pueden adoptar 2 fenotipos
opuestos, un fenotipo inflamatorio o un fenotipo regulador (Lee y col., 2012). Por lo tanto,
estas células Th17 en expansion podrian estar organizando una respuesta anti- o pro-
tumoral. Por esta razon, se estudid el potencial regulador de las ceélulas Th17
provenientes de ratones con tumor mediante el analisis de |la expresiéon en superficie de
las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73. Tanto en ratones sanos como en aquellos con
tumor se observa que las células Th17 expresan la enzima CD73 encargada de la
produccion de adenosina, pero un mayor porcentaje de linfocitos provenientes de ratones
con tumor expresan la enzima CD39 que provee el sustrato para la actividad de CD73
(figura 3b), indicando que el tumor favorece la expansion de células Th17 que presentan

un fenotipo regulador.
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Figura 3. Expansion y fenotipo de los linfocitos Th17 en el microambiente tumoral. Células
del bazo, PLN y TdLN provenientes de ratones heterocigotos RORyt™® con y sin tumor fueron
aisladas y luego analizadas por citometria de flujo. (a). Se presentan soélo aquellas células
CD3"CD4" y el porcentaje de células Th17 se determiné en base a la expresion de GFP. (b). Las
células CD3'CD4 RORyt" (GFP") se analizaron para estudiar la expresion de CD39 y CD73,
enzimas responsables de la produccion de adenosina extracelular..



7.4 Generacion de linfocitos Th17 in vitro

Para estudiar el papel de los linfocitos Th17 en la respuesta inmune anti-tumoral
es necesario generar estas células in vitro. Las células Th17 se caracterizan
principalmente por ser linfocitos T CD4" capaces de producir y secretar IL-17, mientras
que no producen IFN-y (Harrington y col., 2005), por lo que se utilizd este criterio para

evaluar diferentes protocolos de generacion de células Th17.

En la literatura, la forma mas comun de generar células Th17 se realiza mediante
un cocultivo de linfocitos T CD4 virgenes y células dendriticas, en presencia de un medio
polarizante hacia un fenotipo Th17, el cual consiste en la adiciéon de las citoquinas TGF-g,
IL-6 e IL-1B (Guo y col., 2009). Otros grupos han demostrado la generacion de células
Th17 sin utilizar TGF-B, una citoquina también relacionada con la generacién de linfocitos
T reguladores (Nistala y Wedderburn, 2009, Das y col., 2009, Ghoreschi y col., 2010,
Schumann y col., 2012). Mediante una aproximacion empirica se estudiaron varias
combinaciones de citoquinas en la generacién de células Th17 y se determind que el
mejor protocolo para obtener linfocitos T CD4" capaces de producir IL-17 es mediante la
adicion de TGF-B, IL-6 e IL-18, obteniendo mas del doble de células Th17 en comparaciéon
a la utilizacion de un medio que carece de TGF-f (figura 4a). Por esta razén, en los
experimentos que se muestran a continuacion se utilizé este ultimo protocolo para la

generacion de células Th17.

A modo de control, se generaron linfocitos Th1 mediante la diferenciacion de

linfocitos CD4" en presencia de IL-12 e IL-2. Estas células tienen una funcién anti-tumoral

extensamente estudiada (Knutson y Disis, 2005), por lo que su utilizaciéon provee de una
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forma de comparar el efecto de las células Th17 sobre el tumor. Bajo las condiciones
sefialadas se logré generar sobre un 80% de linfocitos T CD4" productores de IFN-y
(figura 4b). Cabe destacar que la producciéon de IFN-y en los cultivos de generacién de
células Th17 es menor al 5%. Asimismo, el porcentaje de células productoras de IL-17 en
los cultivos de generacion de células Th1 no superé el 5% (figura 4b).
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Figura 4. Diferenciacién de linfocitos T helper in vitro. (a). Efecto de la adicion de TGF-
B en la generacion de células Th17. Células T CD4" aisladas del bazo de un ratéon OT-ll se
cocultivaron con DCs aisladas del bazo de un raton C57BL/6 y se activaron con 1 pg/mL de «-CD3
en presencia de IL-6 (20 ng/ml), IL-1p (10 ng/mL) y a-IFN-y (5 ug/mL). Los cultivos se realizaron en
presencia o ausencia de TGF-p (5 ng/mL). (b). Diferenciacion de células Th1 y Th17. Células T
CD4" aisladas del bazo de un ratén OT-Il se cocultivaron con DCs aisladas del bazo de un ratén
C57BL/6 y se activaron con 1 ug/mL de -CD3 en presencia de IL-12 (10 ng/mL) e IL-2 (10 ng/mL)
para generar células Th1. Las células Th17 se diferenciaron en presencia de TGF-§ (5 ng/mL), IL-6
(20 ng/ml), IL-1B (10 ng/mL) y a-IFN-y (5 ug/mL). (c). Células Th1 y Th17, generadas en las
mismas condiciones mencionadas en b, se analizaron en base a la expresién de CD39 y CD73.
Las figuras a y b muestran el porcentaje de celulas productoras de IFN-y e IL-17 luego de la
activacion de los cocultivos por 4 horas con PMA mas lononmicina en presencia de BFA. Todos los
analisis se hicieron sobre la poblacién CD4".

Al tomar en consideracién los estudios que identifican dos distintas poblaciones
dentro de las células Th17 (Esplugues y col., 2011), se decidi6é verificar el potencial

inmunosupresor de las células Th1 y Th17 generadas in vitro, mediante la expresion de
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las ectonucleotidasas CD39 y CD73. Aunque CD39 es expresado en las células Th1,
estas células no expresan la enzima CD73, encargada de la fase limitante en la
produccion de adenosina. Por el contrario, el analisis de la expresion de estas enzimas
por parte de los linfocitos Th17 generados in vitro demostré que gran parte de las células
expresan CD73, sin embargo existe un remanente importante de células que no expresan
ni CD39 ni CD73 (figura 4c). Estos resultados permiten sugerir que el protocolo utilizado
para obtener linfocitos Th17 genera células Th17 con una expresion heterogénea de
CD39 y CD73 lo que podria dar cuenta de la obtencién de una mezcla de células con

potencial capacidad regulatoria e inflamatoria.

7.5 Los linfocitos Th17 retrasan la progresién tumoral en ratones ROR®™/9,

Como ya se ha demostrado, los ratones deficientes en el factor de transcripcién
RORyt y que por lo tanto carecen de células Th17, presentan un acelerado crecimiento
tumoral en comparacion a ratones C57BL/6, lo que ya entrega un indicio que las células
Th17 tienen un papel anti-tumoral. Para corroborar la funcién anti-tumoral de los linfocitos
Th17 se disefidé un experimento de transferencia adoptiva de células Th17 generadas in
vitro a ratones con tumores pequefios y se evalud el crecimiento tumoral. Para esto,
ratones C57BL/6 vy deficientes en células Th17 (ROR9®) se inyectaron
intradérmicamente con una linea tumoral B16.F10 modificada (B16.0OVA), capaz de
expresar y presentar péptidos de la proteina ovoalbumina (OVA). Luego, se generaron
células Th17 y Th1 a partir de linfocitos T CD4" de un ratén transgénico (OT-Il) cuyos
linfocitos T CD4" tienen un TCR transgénico especifico contra OVA. Finalmente, las
células Th17 y Th1 se inyectaron en ratones con tumores B16.0OVA visibles y se registro

el crecimiento tumoral.
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Los resultados obtenidos indican que tanto células Th17 como Th1 son capaces
de limitar la tasa de crecimiento del tumor en los ratones ROR®™9® en comparacién a la
inyeccién de PBS. Mas aun, ratones RORS™9" inyectados con células Th17 presentan un
crecimiento tumoral semejante a la tasa de crecimiento tumoral de ratones C57BL/6
(figura 5). Estos resultados indican que la transferencia adoptiva de células Th17 en
ratones RORY™® permite retrasar el crecimiento tumoral y permiten corroborar que, al

igual que las células Th1, las células Th17 poseen una funcién anti-tumoral.
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Figura 5. Curva de crecimiento tumoral en ratones ROR%™9™ inyectados con células Th17 y
Th1. Ratones ROR®®9® ge inyectaron con la linea tumoral B16.OVA de forma intradérm|ca
Luego de 10 dias, Ios ratones se dividieron en tres grupos que fueron inyectados con 1 x 10°
células Th17, 1 x 10° células Th1 o PBS y se midié tamano tumoral hasta el dia 21. Se muestra
ademas la curva de crecimiento tumoral en ratones C57BL/6.
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7.6 Las células Th17 poseen un alto nivel de sobrevida y se diferencian hacia un

fenotipo Th1 para ejercer su accioén anti-tumoral.

Varios trabajos han analizado las caracteristicas y la estabilidad de las células
Th17. Se ha descrito que las células Th17 son capaces de convertirse a otros tipos
celulares, como linfocitos T reguladores (Afzali y col., 2010) o a linfocitos Th1 (Lexberg y
col., 2010). Por otro lado, otros trabajos han postulado que las células Th17 poseen
caracteristicas de células troncales, lo cual les permite tener una mayor sobrevida que
otros tipos celulares y un mayor nivel de plasticidad (Muranski y col., 2011, Gattinoni y col.,
2012). Por esta razén, estudiamos los mecanismos a través de los cuales las células
Th17 estarian retrasando el progreso tumoral. Para resolver esta interrogante, ratones
B6.SJL-Ptprc® Pep3°/BoyJ (ratones C57BL/6 cuyos leucocitos expresan la isoforma
CD45.1) se inyectaron con la linea celular B16.OVA y 10 dias después o cuando el tumor
fuese visible, se les realiz6 la transferencia adoptiva de células Th1 o Th17 generadas a

partir de ratones OT-ll que expresan la isoforma CD45.2.

Al vigésimo dia posterior a la inyeccién del tumor, las células Th17 se pueden
observar claramentie tanto en el bazo como en el TdLN, mientras que las células Th1 se
encuentran en una menor proporcion en estos organos (figura 6a). Por otro lado, tanto las
células Th1 como las Th17 son capaces de infiltrar el tumor en similares proporciones

(figura 6a).

Al analizar la produccién de citoquinas por parte de las células Th17 y Th1
inyectadas, se observa que un gran porcentaje de las células Th17 que se encuentran en
el bazo y TdLN produce IL-17 pero no produce IFN-y. Por otro lado, las células Th1

presentes en el bazo y TdLN siguen produciendo Unicamente IFN-y (figura 6b). Caso
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completamente distinto ocurre con las células que infiltran el tumor, mientras que los Th1
mantienen su fenotipo, sin producir IL-17, las células Th17 inyectadas sufren una
conversion hacia la producciéon de IFN-y puesto que ocurre un aumento en el porcentaje
de células IL-17°IFN-y" y células IL-17'IFN-y" (figura 6b). Estos datos indican que las
células Th17 inyectadas poseen la capacidad de convertirse en células productoras de

IFN-y en el microambiente tumoral.
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Figura 6. Fenotipo de las células Th17 y Th1 inyectadas en ratones C57BL/6 con tumores. (a).
Células Th1 o Th17 (CD45.2") se inyectaron en ratones C57BL/6 (CD45.1%) con tumor y al décimo
dia luego de la inyeccidn se analizaron distintos érganos en busca de las células CD4'CD45.2". (b).
Células obtenidas desde el bazo, TdLN y tumor de ratones inyectados con células Th1 o Th17 se
activaron con PMA y ionomicina en presencia de Brefeldina A durante 4 horas para posteriormente
analizar la produccion de citoquinas en las células CD4"CD45.2",

Luego, estudiamos si este fendmeno de conversion de las células Th17 hacia
células productoras de IFN-y también ocurre en el modelo de ratéon que carece de células
Th17 (ROR%®%®) | os leucocitos de ratones ROR*™3® expresan la isoforma CD45.2, por lo
que en estos ratones se inyectaron células Th1 y Th17 de un ratén OT-ll que expresa
ambas isoformas de CD45 (CD45.1°CD45.2"). En este modelo, (donde con anterioridad

se demostro el efecto anti-tumoral al inyectar células Th17), observamos el mismo
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fenémeno que se reporté en los ratones C57BL/6. Es asi como luego de 20 dias desde la
transferencia adoptiva, las células Th17 se encuentran en el bazo de los ratones
analizados, mientras que las células Th1 inyectadas no se encontraron, o se encontraron
en un muy bajo porcentaje en el bazo. Sin embargo, tanto las células Th1 como Th17 se
encontraron en similares proporciones en el tumor (figura 7a). Mas aun, como se observo
anteriormente, las células Th17 inyectadas producen IFN-y y por lo tanto se convierten
hacia un fenotipo Th1 al llegar al tumor, mientras que las células Th1 no logran producir

IL-17 en ningun tejido analizado (figura 7b).

7.7 El microambiente tumoral modifica la expresion de CD39 en los linfocitos Th17

transferidos

Debido a que el porcentaje de células Th17 que expresa CD39 aumenta en el
TdLN y bazo de ratones con tumores en comparaciéon con ratones sanos (Figura 2b),
estudiamos si la expresién de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 también aumenta en
células Th17 transferidas a ratones con tumores. Si bien las células Th17 generadas in
vitro poseen una expresion intermedia para CD73 y baja para CD39 (figura 4c), 5 dias
después de la inyeccién en un ratén con tumor se observa un aumento en la expresién de
CD39 en el TdLN a medida que estas células proliferan,(figura 8). Por otro lado, la
expresion de CD73 se mantiene a medida que proliferan las células tanto en el bazo como

el en TdLN.
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Figura 7. Fenotipo de las células Th17 y Th1 inyectadas en ratones RORP9" con tumores.
(a). Células Th1 o Th17 (CD45.1"/CD45.2") se inyectaron en ratones ROR®9" (CD45.2%) con
tumor y al decimo dia luego de la inyeccion se analizaron distintos érganos en busca de las células
CD4"CD45.1". (b). Células obtenidas desde el bazo, TdLN y tumor de ratones inyectados con
células Th1 o Th17 se activaron con PMA y ionomicina en presencia de Brefeldina A durante 4
horas para posteriormente analizar la produccién de citoquinas en las células CD4'CD45.1".
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Figura 8. Expresion de CD39 y CD73 en células Th17 inyectadas en ratones con tumor.
Linfocitos Th17 generados in vitro a partir de ratones OT-Il , se marcaron con CellTrace™ Violet y
se inyectaron en ratones C57BL/6 con tumores B16.0VA. 5 dias después de la inyeccién de las
células Th17, se aislaron células de distintos 6rganos y se marcaron con anticuerpos para ser
analizadas por citometria de flujo. Los graficos se muestran en una ventana de células CD4".
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8. Discusion

El sistema inmune cumple una funcién compleja en el microambiente tumoral, ya
que puede montar respuestas efectoras tan opuestas como la anti-tumoral y la regulatoria
(Ostrand-Rosenberg, 2008). El delicado balance que ocurre entre las diferentes
respuestas es [o que desencadenar] el crecimiento o reduccién del tumor. Dentro de las
células que componen la respuesta regulatoria se encuentran, principalmente, los
linfocitos T reguladores y las células supresoras de origen mieloide (MDSC), capaces de
apagar y anular [a respuesta efectora mediante distintos mecanismos, como la secrecién
de citoquinas inmunosupresoras (como IL-10, IL-35 y TGF-g (Vignali y col., 2008)}),
disrupciones metabdlicas (como el aumento de adenosina extracelular (Stagg y Smyth,
2010) y arginasa 1), expresién de moléculas coinhibitorias (como CTLA4 y LAG-3 (Vignali
y col., 2008)) y provocar la citdlisis de las células efectoras (mediante granzimas o
perforina (Vignali y col., 2008), o la produccién de oxido nifrico vy especies reactivas de
oxigeno (Gabrilovich y Nagaraj, 2009)). Por otro lado, la respuesta anti-tumoral se
compone de células citotéxicas (como células NK, NKT vy linfocitos T CD8") y otras células
que apoyan esie tipo de respuesta como las células dendriticas y los linfocitos Thi.

Dentro de este balance, el papel de las células Th17 es controversial.

Diversos estudios han intentado revelar cual es el verdadero rol de estas células
en relacién a la progresién tumoral, utilizando diferentes aproximaciones y modelos. Por
una parte, se ha descrito que las células Th17 poseen una funcidén importante en la
induccién de procesos inflamatorios los cuales serian mediados principalmente por la
secrecion de citoquinas como 1L-17, TNF-a, GM-CSF, IL-21 e IL-22. Estas citoquinas son
capaces de inducir angiogénesis (Numasaki y col., 2003), promover el reclutamiento de

las células MDSC (Charles y col., 2009, He y col.,, 2010) y activar vias transcripcionales
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de sobrevivencia y proliferacién en las células tumorales (Wang y col., 2009). Estos
argumentos dan sustento a una posible funcién pro-tumoral de las células Th17. Por el
contrario, estudios en ratones sub-letalmente irradiados y en metéstasis en pulmén han
demostrado que los linfocitos Th17 son capaces tanto de erradicar melanomas
establecidos (Muranski y col., 2008), como promover la activacién de linfocitos citotoxicos
contra el tumor (Martin-Orozco y col., 2009), respectivamente. Es importante destacar
que aquellos argumentos a favor de la actividad protumoral se basan fuertemente en la
secrecion de IL-17, que no comprende ni abarca toda la acciéon de estas células, mientras
que aquellos estudios que apoyan una actividad anti-tumoral utilizan técnicas de

transferencia adoptiva, que comprenden el efecto de la célula completa.

Estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio han determinado que ratones
ROR9" deficientes de células Th17 presentan un crecimiento tumoral acelerado y una
menor infiltracién de linfocitos T CD4 productores de IFN-y al tumor en comparacién a
ratones silvestres (Nufiez y col., 2012). Esto sugiere que las células Th17 serian capaces,
directa o indirectamente, de estar involucradas en el reclutamiento o infiltracion de
linfocitos T CD4" al tumor. En este trabajo se continué evaluando la actividad anti-tumoral

de células Th17 generadas in vitro especificas contra el tumor.

8.1 Crecimiento y microambiente tumoral en ratones deficientes en Th17

Nuestros resultados corroboran que el aumento de la tasa de crecimiento tumoral
en los ratones deficientes de Th17 ocurre al utilizar diferentes lineas tumorales que varian
en su origen e inmunogenicidad, como demostramos con la linea de melanoma (B16),

hepatocarcinoma (Hep 1-6) y de cancer de prostata (MB-49) (figura 1). Las células de
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melanocma son una linea tumoral poco inmunogénica en comparacién a las ofras lineas
celulares, v es por eso que los tamarios alcanzados en estas Ultimas son menores. Es asi
como en un extremo se encuenira la linea de hepatocarcinoma que tiende a entrar en
remisién en los ratones C57BL/6, mientras que en los ratones deficientes de Thi7
contintta en crecimienio. Estos resultados sugieren fuertemente que los linfocitos Th17

tienen una funcion antitumoral independiente de! tipo de tumor al que se enfrenten.

El perfil de citoquinas producidas por los linfocitos capaces de infiltrar el tumor,
demuestra que no existen diferencias tanto para la secrecién de IFN-y. IL-2, TNF, IL-4 ni
IL-10, lo que implica que la diferencia observada en las curvas de crecimiento fumoral
entre el ratén ROR™¥P y ¢l silvestre no se debe a diferencias en la produccion de estas
citoquinas por parie de los linfocitos infiitrantes. No obstante, existe un notable aumento
en la concentracién de IL-6 en tumores de ratones RORY?. [ a IL-6 es una citoquina pro-
inflamatoria fuertemente relacionada a la activacién del factor de transcripcién STAT3
asociado a la sobrevida y proliferacion de las células tumorales (Yu y col., 2007). La
sefializacion de IL.-6 depende del receptor de IL-6 (IL-6R), cuya expresién se restringe a
leucocitos y hepatocitos. Sin embargo, existe una forma soluble de este receptor (sIL-6R)
capaz de interactuar con gp130, una proteina de expresion constitutiva (Rincon, 2012). De
esta manera, mediante [a expresién de sIL-6R se puede generar una respuesta a IL-6 en
cualquier tipo celular. Las células Th17 estarfan directa o indirectamente disminuyendo la
produccion de IL-6 en el tumor, reduciendo asi la activacion de STAT3 y por lo tanto la
proliferacién y sobrevida por parte de las células tumorales. Este efecto podria estar
mediado por la expresién de slL-6R que, al secuesirar la [L-6 producida, reduce su

sobrevida en el medio y aumenta su sefializacion.
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8.2 Fenotipo de linfocitos Th17 en tejidos asociados al tumor

Si bien la poblacién endégena de linfocitos Th17 es bastante reducida en un ratén
silvestre, sin sobrepasar un 0,5% de los linfocitos en los érganos linfoides, esta poblacién
se triplica cuando los animales presentan tumores. Este hecho revela una relacion
estrecha entre el tumor y las células Th17. Recientemente se han publicado trabajos que
mencionan una poblacién de linfocitos Th17 que presentan capacidades regulatorias
mediante la expresion de CD39 y CD73, enzimas asociadas a una capacidad
inmunosupresora, y la produccién de 1L-10 (McGeachy y col,, 2007, Esplugues y col.,
2011, Chalmin y col., 2012). Por esta razon comprobamos la expresion de CD38 y CD73
en los linfocitos Th17 enddgenos presentes en el tumor y otros érganos linfoides. En un
ratén C57BL/6 sano, las células Th17 se reparten equitativamente entre dos poblaciones
divididas en base a la expresion de CD39. Sin embargo, en los ratones con tumor, se
expande aquella poblacién con alta expresién de CD39 tanto en el oérgano linfoide
drenante del fumor como en el tumor, la cual tendria un mayor potencial
inmunoregulatorio. De esta forma el tumor podria estar provocando la expansion de las
células Th17 con potencial inmunosupresor en los érganos encargados de montar la
respuesta inmune, mermando la respuesta inmune. Por otro lado, este efecto podria ser
independiente de la actividad tumoral. Al ser centros neurélgicos de la respuesta anti-
tumoral, en los 6rganos linfoides ocurre una gran proliferacion de células efectoras, que
de no controlarse puede provocar mas dafio del que intenta mitigar. En casos de
inflamacién excesiva por Th17, uno de los métodos naturales de control ocurre mediante
la diferenciacion a Th17 regulatorios capaces de modular la inflamacién (Esplugues y col.,

2011).
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8.3 Diferenciacion a linfocitos Th17

Desde el descubrimiento de las células Th17 un objetivo importante fue generar
este tipo celular in vitro. Los primeros estudios vincularon el uso de IL-23 y TGF-p para su
diferenciacién a partir de linfocitos T virgenes (Wynn, 2005, Harrington y col., 2006),
aunque posteriormente la necesidad de IL-23 fue cuestionada y prontamente
reemplazada por IL-6 (Bettelli y col., 2008). Aunque muchas evidencias apoyan el papel
de TGF-B en la diferenciacion hacia células Th17 al demostrar que por si misma, esta
citoquina es capaz de diferenciar linfocitos T a células Th17 (Ichiyama y col., 2008), el uso
de TGF-B ha sido cuestionado por otros grupos, restringiendo su papel a la prevencion de
la diferenciacién hacia otros tipo celulares (Das y col., 2009). Mas aln, otros grupos han
reportado que esta citoquina es dispensable y que seria capaz de inhibir la generacion de
células Th17 (Ghoreschi y col., 2010, Schumann y col., 2012). Estudios recientes del
grupo de Li han permitido entender un poco mejor el papel del TGF-f en la diferenciacion
hacia células Th17. Ellos demostraron que los linfocitos Th1, Th2 y Th17 son capaces de
producir su propio TGF-, siendo los Th17 los mas eficientes en este proceso (Gutcher y
col., 2011). Tomando estos argumentos en cuenta, podemos decir que el TGF-B exdgeno
y la IL-6 son necesarias para el compromiso de los linfocitos T virgenes hacia el linaje
Th17, sin embargo este linaje es capaz de mantener su propia produccion de TGF-§
ayudando incluso a ofras células en su proceso de diferenciacion, explicando porque se
pueden generar células Th17 sin la adicion de TGF-B exogena. Si bien nuestros
resuitados corroboran que la mejor manera de obtener linfocitos Th17 a partir de linfocitos
T virgenes es mediante la adicion de TGF-p al medio de polarizacién, un factor
importante a considerar es que el uso de TGF-B no sélo aumenta la diferenciacion a Th17,

sino gue ademés induce la expresién de CD39 y CD73, favoreciendo un fenotipo
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regulatorio en estas células (Lee y col., 2012). Por esta razon, durante la diferenciacién de
linfocitos Th17 decidimos utilizar ademas IL-1p, que se conoce como un regulador de
patogenicidad en los Th17, disminuyendo su produccion de IL-10 y aumentando la
produccién de IL-17 (Zielinski y col., 2012). La adicion de esta citoquina resulté en un alto
porcentaje de células Th17 con una expresion intermedia en cuanto a la expresion de

ambas ectonucleotidasas.

8.4 Transferencia adoptiva de linfocitos Th17

Un factor importante en este trabajo es el fenotipo de las células Th17 en cuanto a
su capacidad inmunomodulatoria. En este trabajo demostramos que la poblacién
endogena sobreexpresa CD39 al ser enfrentada al cancer, a diferencia del caso normal
donde se encuentra repartida entre el fenotipo inflamatorio, baja expresién de CD39, y el
regulatorio (alta expresiéon de CD39). De esta forma, para nuestros estudios de
transferencia adoptiva realizamos los experimentos con células Th17 que expresan un
nivel bajo de las ectonucleotidasas. Sin embargo, una vez transferidas a un ratén con
tumor, las células Th17 no mantienen el mismo fenotipo in vivo. Los linfocitos Th17 en el
bazo mantienen la expresion de CD39 y CD73 al proliferar, mientras que el microambiente
del TdLN fomenta la expresion de CD39, induciendo el fenotipo inmunoregulador. Este
fenémeno podria explicarse mediante el estado de indiferenciacién de estas celulas, ya
que células troncales, como las células mesenquimaticas, presentan una expresion
constante de CD39 (Saldanha-Araujo y col., 2011). Mientras que el microambiente
tumoral un efecto completamente opuesto, bajando la expresién de ambas

ectonucleotidasas a medida que ocurren las rondas de proliferacién, lo que puede estar
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describiendo el proceso de diferenciacion hacia Th1 tanto como la pérdida de la funcion

regulatoria y el incremento de la funcién antitumoral.

Se ha descrito que los linfocitos Th17, a diferencia de otros linajes de linfocitos T
helper poseen caracteristicas de pluripotencialidad y froncalidad. Es asi como se ha
reportado que estas células no llegan hasta un grado de diferenciacion terminal sino que
se mantienen como una poblacién con caracteristicas de células troncales y de células de
memoria, a diferencia de los linfocitos Th1 que ya han alcanzado su diferenciacién
terminal (Muranski y col., 2011). Incluso, se ha observado que los Th17 son capaces de
producir IFN-y, avanzando un paso hacia su diferenciacién hacia Th1 (Nistala y col., 2010,
Damsker y col., 2010). La pluripotencialidad y troncalidad de las células Th17 es
corroborado en este trabajo. Los experimentos de transferencia adoptiva de células Th1y
Th17 en ratones silvestres y ROR®™¥® demuestran que las células Th1, mantienen su
produccién de IFN-y, sin llegar a producir iL-17 en ninguno de los érganos analizados. Sin
embargo, los linfocitos Th17 mantienen su fenotipo en los érganos linfoides, pero en el
tumor producen IFN-y y disminuyen considerablemente la produccion de IL-17. De esta
manera, el fenotipo efector antitumoral de las células Th17 podria ser dependiente de la
produccion de IFN-y, lo cual ha sido sugerido en otros trabajos (Muranski y col., 2008).
Mas aln, los linfocitos Th17 se mantienen como una poblacién constante, con bajos
niveles de diferenciacién lo que aumenta su sobrevida, y les permite circular en los
organos linfoides del raton y constantemente migrar al tumor. Ya en el tumor, las células
utilizan su capacidad de troncalidad para dar origen a linfocitos Th1, con una clara y
demostrada funcion antitumoral. De esta forma logran un flujo constante de células Th1
contra el tumor. Adicionalmente, los linfocitos Th17 expresan una mayor cantidad de

ligandos de E-selectina que los linfocitos Th1, por lo que logran una mayor interaccion con
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el epitelio activado por citoquinas (Alcaide y col., 2012), lo que les otorga mejores

cualidades de migracién hacia sitios de inflamacién, como el microambiente tumoral.

El conjunto de los datos obtenidos en este trabajo permite comprender las razones
por las cuales los linfocitos Th17 poseen mejores capacidades antitumorales que los
linfocitos Th1. Nuestros datos apoyan la idea que las células Th17 son una poblacion
celular que se mantiene en circulacion, proliferando y permanentemente migrando hacia
el tumor donde serian capaces de diferenciarse hacia células Th1 para ejercer su accion

anti-tumoral.
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9. Resumen de Resultados

Los ratones RORY9® que carecen de linfocitos Th17, presentan un crecimiento
tumoral aumentado en relacién a un ratén silvestre, efecto independiente del origen e
inmunogenicidad de la linea tumoral utilizada.

Los ratones RORY® presentan un aumento en la produccion de IL-6 en el tumor.
Esta citoquina se encuentra asociada a la activacién de STAT3 en las células
tumorales, estimulando procesos de sobrevida y proliferacién de estas células.

El microambiente tumoral provoca cambios en la poblacién endégena de linfocitos
Th17, expandiendo aquella poblacién con un mayor potencial inmunosupresor
(poblacién con una alta expresién de ia ectonucleotidasa CD39).

Mediante una combinacién de las citoquinas IL-18, IL-6 y TGF-§ generamos células
Th17 in vitro con un fenotipo similar al encontrado en ratones sanos, de expresion
intermedia para las ectonucleotidasas CD39 y CD73.

La transferencia adoptiva de diferentes poblaciones de LT helper generadas in vitro a
ratones ROR¥P® demostré que los linfocitos Th17 son mas eficientes que las células
Th1 en cuanto a sus propiedades anti-tumorales y distribucion a los 6rganos linfoides
secundarios y tumor. Esto puede estar relacionado con una mayor “roncalidad” que
se le atribuye a las células Th17 por sobre otras poblaciones de LT helper.

En los 6rganos linfoides el microambiente existente induce la sobreexpresion de

CD39 y el aumento en la produccién de IFN-y en las células Th17 inyectadas.
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10. Conclusion

En este seminario de titulo demostramos experimentalmente la capacidad
antitumoral que poseen linfocitos Th17 especificos contra el tumor. Al poseer
caracteristicas de troncalidad y de células de memoria, estas células poseen una
sobrevida mayor a otros tipos celulares, constituyendo un arsenal permanente y constante

de linfocitos Th1 diferenciados in sifu, que poseen una gran actividad antitumoral.
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