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RESUMEN 
 

 

 

El agotamiento es un proceso de diferenciación que caracteriza la 

inmunidad citotóxica de las células T CD8+ frente a células tumorales o 

infecciones crónicas y que dificulta la erradicación de tumores. Las células T 

CD8+ agotadas (Tex) derivan de células T precursoras agotadas (Tpex), que 

presentan características de célula de memoria como capacidad de auto-

renovación, y de linfocitos agotados como la expresión de receptores inhibitorios. 

Las células Tpex mantienen la respuesta inmune contra tumores y son esenciales 

para la efectividad de la terapia anti PD-1 aumentando el número de células Tpex 

y Tex, pudiendo estas últimas atacar directamente las células tumorales.   

Las células Tpex expresan la ectoenzima CD73 productora de adenosina, 

un nucleósido inmunosupresor que se acumula en altos niveles en el nicho 

tumoral. Sin embargo, no es clara la relación entre el eje CD73/adenosina y la 

diferenciación Tpex/Tex, ni los efectos del bloqueo inmunoterapeútico sobre 

estas células. En este trabajo se estudió el rol de CD73 y A2AR en la generación 

de células Tpex y Tex in vitro e in vivo. Para los estudios in vitro, estandarizamos 

un protocolo previamente descrito para inducir agotamiento en células T CD8+ 

mediante estimulación crónica con péptido y evaluamos por citometría de flujo la 

formación de células Tpex y Tex. Para los estudios in vivo, analizamos el 

agotamiento de células T CD8+ en un modelo de melanoma murino. 

La cinética de expresión de CD73 en células T CD8+ durante la 

diferenciación a Tpex in vitro mostró un aumento de CD73, seguido de una 

posterior reducción de CD73 cuando las células adquirían el fenotipo de Tex. 

Cuando se utilizaron ratones CD73 knockout (KO), los cuales no expresan CD73, 

observamos una reducción en la frecuencia de Tex y un déficit de células 

agotadas capaces de producir citoquinas efectoras, comparado a células Tex de 

ratones silvestres (WT). Al bloquear farmacológicamente CD73 durante la 
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generación de células agotadas in vitro, no observamos diferencias en la 

formación de células con fenotipo agotado. Además, experimentos de RNAseq 

de células WT y CD73 KO agotadas in vitro, demostraron que las células de 

ratones CD73 KO tienen mayor expresión de genes asociados a la respuesta 

inmune que su contraparte WT, sugiriendo menor agotamiento en células 

provenientes de ratones CD73 KO. Por otro lado, analizamos la expresión de 

CD73 en linfocitos T CD8+ agotados presentes en tumores de melanoma 

B16.OVA y confirmamos una alta frecuencia de células Tpex CD73+ comparado 

a Tex. Finalmente, realizamos una cotransferencia de linfocitos T CD8+ vírgenes 

WT y CD73 KO en ratones portadores de tumores de melanoma B16.OVA y 

observamos una mayor frecuencia de linfocitos CD73 KO con fenotipo Tpex en 

el tumor y el nódulo drenante en relación a su contraparte WT.  

En cuanto al papel de A2AR en el agotamiento, analizamos la expresión 

de este receptor a través de RNAseq y PCR en tiempo real y encontramos que 

tanto células WT como CD73 KO agotadas in vitro expresan A2AR, pero este 

receptor se expresa menos en Tpex CD73 KO que WT. Experimentos de 

agotamiento de células T CD8+ in vitro en presencia de agonistas de A2AR 

demostraron una disminución en la expresión de moléculas asociadas a 

activación y agotamiento, una reducción en la frecuencia de células Tex y un 

aumento en la expresión de moléculas asociadas a troncalidad relativo al control. 

Por otra parte, ratones portadores de un tumor de melanoma B16.OVA, tratados 

con un antagonista específico de A2AR (SYN115), muestran un aumento en la 

frecuencia de Tex y una reducción en la frecuencia de células que expresan 

moléculas asociadas a la troncalidad relativo al control. 

 Este trabajo entrega evidencia que sugiere roles diferentes para CD73 y 

la adenosina en el agotamiento de los linfocitos T CD8+. Mientras CD73 

promueve el avance de la diferenciación desde linfocitos Tpex a Tex en los 

linfocitos T CD8+, la adenosina a través de su señalización por A2AR frena este 

proceso promoviendo la mantención de células Tpex. 
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ABSTRACT 
 
 

 

Exhaustion is a differentiation process that characterizes the cytotoxic 

immunity of CD8+ T cells against tumor cells or chronic infections and makes 

tumor eradication difficult. Exhausted CD8+ T cells (Tex) are derived from 

exhausted precursor T cells (Tpex), which present memory cell characteristics 

such as self-renewal capacity, and exhausted lymphocytes characteristics such 

as the expression of inhibitory receptors. Tpex cells maintain the immune 

response against tumors and are essential for the effectiveness of anti-PD-1 

therapy by increasing the number of Tpex and Tex cells, the latter being able to 

directly attack tumor cells. 

Tpex cells express the adenosine-producing ectoenzyme CD73, an 

immunosuppressive nucleoside that accumulates at high levels in the tumor niche 

and to which Tpex cells are also exposed. However, the relationship between the 

CD73/adenosine axis and Tpex/Tex differentiation is unclear, as is the effect of 

immunotherapeutic blockade on these cells. In this work, we studied the role of 

CD73 and A2AR in the generation of Tpex and Tex cells in vitro and in vivo. For 

the in vitro studies, we standardized a previously described protocol to induce 

CD8+ T cell exhaustion by chronic stimulation with peptide, and we evaluated the 

formation of Tpex and Tex cells by flow cytometry. For the in vivo studies, we 

analyzed CD8+ T cell exhaustion in a murine melanoma model. 

The kinetics of CD73 expression in CD8+ T cells during Tpex differentiation 

in vitro showed an increase in CD73, followed by a further reduction in CD73 as 

cells acquired the Tex phenotype. When CD73 knockout (KO) mice were used, 

which do not express CD73, we observed a reduced Tex frequency and a deficit 

of exhausted cells capable of producing effector cytokines, compared to Tex cells 

from wild-type (WT) mice. When CD73 was pharmacologically blocked during the 

generation of exhausted cells in vitro, we observed no differences in the formation 
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of cells with an exhausted phenotype. Furthermore, RNAseq experiments of WT 

and in vitro exhausted CD73 KO cells demonstrated that cells from CD73 KO mice 

have higher expression of genes associated with the immune response than their 

WT counterparts, suggesting less exhaustion in cells from CD73 KO mice. On the 

other hand, we analyzed CD73 expression on exhausted CD8+ T cells present in 

B16.OVA melanoma tumors and confirmed a high frequency of CD73+ Tpex cells 

compared to Tex. Finally, we cotransferred WT and CD73 KO naïve CD8+ T cells 

into mice bearing B16.OVA melanoma tumors and observed a higher frequency 

of CD73 KO cells with Tpex phenotype in the tumor and draining node relative to 

their WT counterpart. 

Regarding the role of A2AR in exhaustion, we analyzed the expression of 

this receptor through RNAseq and real-time PCR and found that both WT and 

CD73 KO cells exhausted in vitro express A2AR, but this receptor is less 

expressed in CD73 KO Tpex than WT. In vitro CD8+ T cell exhaustion 

experiments in the presence of A2AR agonists demonstrated a decrease in the 

expression of activation- and exhaustion-associated molecules, a reduction in the 

frequency of Tex cells, and an increase in the expression of stemness-associated 

molecules relative to control. On the other hand, mice bearing a B16.OVA 

melanoma tumor treated with a specific A2AR antagonist (SYN115) showed an 

increase in the frequency of Tex and a reduction in the frequency of cells 

expressing stemness-associated molecules relative to control. 

This work provides evidence suggesting different roles for CD73 and 

adenosine in CD8+ T cell exhaustion. While CD73 promotes the progression of 

differentiation from Tpex to Tex in CD8+ T cells, adenosine through its A2AR 

signaling slows down this process promoting the maintenance of Tpex cells. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
 

 
1.1. Cáncer e inmunoterapias 

El cáncer constituye una de las principales causas de muerte a nivel 

mundial, estimándose para el 2020 cerca de 19,3 millones de casos nuevos y 

casi 10 millones de muertes  (Sung et al., 2021). Según los últimos datos 

entregados por el Global Cancer Observatory a la fecha, en Chile se reportaron 

59.876 casos nuevos y 31.440 muertes durante el año 2022, siendo el cáncer de 

próstata, colorrectal y de mama los más frecuentes (GLOBOCAN, 2024). Hasta 

la fecha, se han desarrollado varios tratamientos para el cáncer dependiendo de 

su tipo y estado de avance, y estos incluyen: cirugía, quimioterapia, radioterapia 

y más recientemente la inmunoterapia. 

Comparado a los tratamientos actuales, la inmunoterapia busca estimular 

o restaurar la habilidad del sistema inmune del paciente para combatir el cáncer 

(Shore, 2015). Estas terapias han traído mejoras significativas en términos de 

supervivencia y calidad de vida a pacientes con distintos tipos de cáncer 

(Esfahani et al., 2020). Entre las inmunoterapias actuales se destaca por su 

efectividad la terapia celular adoptiva, que se basa en el tratamiento del paciente 

con células inmune propias que han sido extraídas y expandidas ex vivo, y que 

pueden migrar y atacar al tumor (Restifo et al., 2012). Otra inmunoterapia 

destacada consiste en el bloqueo de puntos de control inmune como PD-1 y 

TIM3, los cuales inhiben la función de las células inmunes que los expresan 

(Hashimoto et al., 2018). Pese a la eficacia de ambas terapias, la tasa de 

respuesta de los pacientes a éstas varía y a menudo solo una parte de ellos 

responde favorablemente (Sambi et al., 2019). Se ha sugerido que ambas 

terapias podrían ser limitadas por el efecto inmunosupresor del microambiente 

tumoral y se han propuesto alternativas como el uso de terapias combinadas 
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(Khalil et al., 2016) que podrían resultar en tratamientos con mejor alcance y/o 

eficacia. Considerando el papel fundamental que tienen los linfocitos T CD8+ en 

la efectividad de las inmunoterapias actuales, se requiere de nuevos estudios que 

evalúen la influencia del microambiente tumoral sobre estas células para el 

desarrollo y mejoramiento de estas terapias. 

1.2. Los linfocitos T CD8+ citotóxicos 

Los linfocitos T CD8+ citotóxicos son células claves en la defensa contra 

el cáncer. A través de su receptor de célula T (TCR), reconocen células tumorales 

que en su superficie presentan péptidos antigénicos cargados en moléculas de 

histocompatibilidad de clase I. Además, median citotoxicidad contra la célula 

blanco liberando gránulos con perforinas y granzimas (Chávez-Galán et al., 

2009), y producen citoquinas proinflamatorias como interferón γ (IFN-γ) o el factor 

de necrosis tumoral α (TNF-α) (Chávez-Galán et al., 2009; Farhood et al., 2019). 

La actividad antitumoral de los linfocitos T CD8+ surge a partir de la activación y 

diferenciación de linfocitos T vírgenes mediadas por células presentadoras de 

antígeno presentes en los órganos linfoides secundarios (Curtsinger & Mescher, 

2010; Lanzavecchia & Sallusto, 2001). Con esto, los linfocitos T se activan, 

proliferan y se diferencian en linfocitos T efectores (Tef) y de memoria (Tmem) 

(Samji & Khanna, 2017). Los linfocitos Tef poseen una alta capacidad citotóxica 

y proliferativa (Zhang & Bevan, 2011), además de un tiempo de vida corto al estar 

destinados a la apoptosis (Parish & Kaech, 2009). Por otro lado, los linfocitos 

Tmem tienen una capacidad citotóxica menor que los Tef, pero son capaces de 

autorenovarse y de originar progenies de múltiples linajes de linfocitos T, 

incluyendo linfocitos Tef (Gattinoni et al., 2012; Restifo & Gattinoni, 2013). Así, 

mientras los linfocitos Tef brindan una protección transitoria, los linfocitos Tmem 

entregan protección de larga duración. Estudios preclínicos han demostrado que 

los linfocitos Tmem median una respuesta antitumoral superior que linfocitos Tef 

en modelos de transferencia adoptiva, principalmente a través de su potencial 

proliferativo y sobrevida (Flores-Santibáñez et al., 2015; Gattinoni et al., 2011; 
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Gattinoni et al., 2009).  No obstante, los linfocitos Tmem y Tef a menudo no logran 

erradicar los tumores, dando cuenta de la necesidad de nuevos estudios sobre 

la respuesta antitumoral. 

1.3. El nicho tumoral alberga linfocitos T CD8+ agotados 

La incapacidad del sistema inmune para erradicar tumores resulta en una 

estimulación antigénica crónica en los linfocitos T que induce un cambio en su 

proceso de diferenciación y genera linfocitos T CD8+ agotados (Tex) (Hashimoto 

et al., 2018; Kallies et al., 2020). Los linfocitos Tex expresan en su superficie 

puntos de control inmune tales como PD-1, LAG-3, TIM3 y TIGIT, que poseen un 

efecto inhibidor acumulativo sobre la función de los linfocitos T (Hashimoto et al., 

2018). Por tanto, los linfocitos T CD8+ agotados se caracterizan por presentar 

una reducción en su función efectora, que se traduce en una disminución en la 

liberación de citoquinas proinflamatorias (Franco et al., 2020; Kallies et al., 2020).  

Recientemente se ha descrito que los cambios epigenéticos y fenotípicos 

que llevan al agotamiento pueden comenzar dentro de las primeras horas de 

activación del linfocito T CD8+ y que estos se ven estabilizados y/o reforzados 

con la activación crónica de estas células con el pasar de los días (Rudloff et al., 

2023). A nivel molecular, la activación crónica desencadena la diferenciación de 

las células T CD8+ agotadas a través de la activación del factor de transcripción 

NFAT río abajo del flujo de calcio inducido por la activación del TCR. A su vez, 

NFAT regula positivamente la expresión de múltiples reguladores 

transcripcionales entre los que destaca TOX, el cual ha sido descrito como un 

factor central en el proceso de agotamiento debido a que activa un programa 

transcripcional y epigenético en los linfocitos T que restringe su actividad 

antitumoral (Gebhardt et al., 2023; Khan et al., 2019; Scott et al., 2019). No 

obstante, lejos de tratarse de una falla del sistema inmune, el agotamiento ha 

sido descrito esencial para la persistencia de los linfocitos T CD8+ bajo 

estimulación antigénica crónica (Martinez-Usatorre et al., 2020). Al impedir el 

agotamiento en linfocitos T específicos contra un tumor a través de la deleción 
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de TOX, los linfocitos no logran persistir en los tumores (Scott et al., 2019). Por 

otro lado, pese a que los linfocitos Tex tienen un deterioro funcional, actualmente 

se reconoce que retienen cierto control del crecimiento tumoral y que son activos 

en los tumores (Li et al., 2019; Miller et al., 2019). En línea con esto, se han 

descrito distintos subtipos de Tex con distintos grados de agotamiento, existiendo 

así además de linfocitos Tex con agotamiento severo, linfocitos Tex más 

funcionales similares a Tef y linfocitos Tex en un estado de agotamiento transitorio 

o intermedio (Tint) (Gebhardt et al., 2023). Así, el agotamiento puede 

considerarse más una adaptación fisiológica al cáncer que un deterioro funcional 

de la respuesta inmune (Kallies et al., 2020).  

Se ha propuesto que el agotamiento podría limitar el daño autoinmune en 

el cáncer. En esa línea, se ha demostrado que al evitar los mecanismos de 

agotamiento en los linfocitos T CD8+ en contextos de infección crónica en ratón 

no solo se genera un mejor control viral, sino que además se producen 

inmunopatologías que pueden resultar en la muerte del animal (Barber et al., 

2006; Frebel et al., 2012; Kallies et al., 2020). Asimismo, la inhibición de los 

puntos de control inmune o receptores inhibitorios en las inmunoterapias 

antitumorales tiene como efecto secundario frecuente la aparición de patologías 

mediadas por el sistema inmune (Berner et al., 2019; Hasan Ali et al., 2016; 

Kallies et al., 2020). Junto con esto, se ha descrito que un perfil transcriptómico 

asociado al agotamiento de linfocitos T CD8+ predice un mejor pronóstico en 

múltiples enfermedades autoinmunes en humanos (Kaminski et al., 2021; 

McKinney et al., 2015). De esta manera, el agotamiento se puede entender como 

un mecanismo del sistema inmune que permite cierto control de las infecciones 

crónicas y el cáncer a la vez que limita inmunopatologías y regula o previene 

autoinmunidad.  
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1.4. Los linfocitos T CD8+ precursores agotados mantienen las poblaciones 
agotadas en el nicho tumoral 

Estudios recientes han demostrado la existencia de una nueva 

subpoblación de linfocitos T agotados que además poseen características de 

células troncales y células de memoria (Jansen et al., 2019; Kallies et al., 2020; 

Miller et al., 2019; Siddiqui et al., 2019). Estos poseen la capacidad de persistir 

en el tiempo autorrenovándose y de originar linfocitos Tex (Jansen et al., 2019; 

Kallies et al., 2020). Además, se ha descrito que son diferentes fenotípica, 

epigenética y funcionalmente de los linfocitos Tex (Franco et al., 2020; Jansen et 

al., 2019; Miller et al., 2019). Estas células se conocen como linfocitos T 

precursores agotados (Tpex) y se caracterizan por expresar niveles intermedios 

de PD-1 (Gabriel et al., 2021; Guan et al., 2023; Kallies et al., 2020; Zhou et al., 

2010) y por expresar el factor de transcripción TCF1 (T cell factor 1), fundamental 

en el programa transcripcional que regula la diferenciación y longevidad de los 

linfocitos Tmem. Además, expresan el receptor asociado a troncalidad LY108 y 

el receptor inhibitorio LAG-3, mientras que carecen de la expresión de TIM3 y de 

la ectoenzima asociada al agotamiento terminal CD39 (Franco et al., 2020; 

Gebhardt et al., 2023; Gupta et al., 2015; Jansen et al., 2019; Kallies et al., 2020; 

Martinez-Usatorre et al., 2020; Siddiqui et al., 2019).  

Recientemente se ha reportado evidencia sobre el potencial terapéutico 

de los linfocitos Tpex. Por un lado, varios trabajos han demostrado que mayores 

frecuencias de estas células en tumores correlacionan con mejores resultados 

clínicos (Brummelman et al., 2018; Kallies et al., 2020; Miller et al., 2019; Sade-

Feldman et al., 2018; Siddiqui et al., 2019). Por otro lado, se ha descrito que los 

linfocitos Tpex (y no así los linfocitos Tex) responden a la inmunoterapia anti PD-

1, proliferando y aumentando el número de linfocitos Tex en el tumor (Kallies et 

al., 2020; Miller et al., 2019; Siddiqui et al., 2019). De esta manera, los linfocitos 

Tpex se han considerado como la principal población que responde a terapias 

contra puntos de control inmune (Miller et al., 2019). En línea con esto, estudios 



 
 

6 
 
 

en pacientes con melanoma reportaron que la duración y eficacia de las terapias 

que bloquean puntos de control inmune se correlacionan con la frecuencia de 

células TCF1+ dentro del tumor (Kallies et al., 2020; Miller et al., 2019; Sade-

Feldman et al., 2018). Así estudios de los factores que llevan a la adquisición del 

fenotipo Tpex serán de utilidad en el desarrollo de inmunoterapias. 

 Recientemente, Zhao y colaboradores publicaron una metodología para 

generar células T CD8+ agotadas in vitro, basada en la activación crónica con 

péptido de linfocitos OT-I (células T CD8+ con un receptor de célula T transgénico 

con el que reconocen de forma específica el péptido inmunodominante de la 

proteína OVA) en presencia de IL-7 e IL-15 (Zhao et al., 2020). En esta 

publicación demostraron la generación tanto de células Tpex como Tex 

basándose en la expresión diferencial de TCF1 y TOX, sin ahondar en las 

características fenotípicas y funcionales que diferencian a estas poblaciones. La 

verificación de la presencia de poblaciones Tpex y Tex facilitará el estudio de 

moléculas de interés en el proceso de diferenciación facilitando nuevos enfoques 

farmacológicos o genéticos.  

1.5. La exposición a adenosina en el microambiente tumoral 

La adenosina extracelular constituye una señal inmunosupresora que es 

producida y acumulada en el microambiente tumoral. Esta es generada 

principalmente por la acción conjunta de las ectonucleotidasas CD39 y CD73 a 

partir de ATP. Mientras CD39 cataliza la conversión de ATP a AMP, CD73, una 

enzima dimérica anclada a través de glicosilfosfatidilinositol en la membrana 

celular, cataliza la conversión de AMP en adenosina (Bono et al., 2015; Mastelic-

Gavillet et al., 2019). Ambas enzimas se expresan en distintos niveles y en varios 

tejidos en condiciones normales (Thompson et al., 2004), y aumentan su 

expresión en varios tipos de tumores (Bastid et al., 2013; Beavis et al., 2012). 

Además de las células tumorales, ambas enzimas se expresan en distintas 

poblaciones de células inmunes, incluyendo subpoblaciones de linfocitos T (Bono 

et al., 2015).  
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Por otro lado, la adenosina extracelular media la mayoría de sus funciones 

inmunosupresoras a través del receptor A2A (A2AR), que es expresado en 

linfocitos T CD8+ (Vijayan et al., 2017). La señalización de adenosina mediante 

A2AR resulta en la supresión de la señalización del TCR en linfocitos T (Mastelic-

Gavillet et al., 2019), que a su vez se asocia con una reducción en la producción 

de citoquinas, citotoxicidad y proliferación de las células T (Mastelic-Gavillet et 

al., 2019; Sorrentino et al., 2019). Adicionalmente, se ha demostrado que el 

bloqueo de A2AR reduce la expresión de puntos de control inmune tales como 

PD-1 en Tef (Leone et al., 2018) y que la activación de A2AR permite la expansión 

de células T carentes de función efectora en microambientes ricos en adenosina 

(Ohta et al., 2009). Así, se ha descrito a la adenosina como una molécula 

implicada en el escape del tumor del sistema inmune (Boison & Yegutkin, 2019; 

Ohta et al., 2006), lo que representa un obstáculo para las inmunoterapias 

actuales. Esto ha llevado al desarrollo de terapias dirigidas al bloqueo de la 

función de A2AR y CD73 (Boison & Yegutkin, 2019; Willingham et al., 2020).  

La señalización de la adenosina por medio de A2AR podría promover el 

establecimiento de linfocitos Tpex en el tumor. Además de reducir el potencial 

citotóxico de los linfocitos T CD8+ y promover la expresión de PD-1 en éstos, 

existe evidencia que sugiere que la adenosina podría promover características 

asociadas a la troncalidad (Cekic & Linden, 2014; Cekic et al., 2013; Flores-

Santibáñez et al., 2015). Estudios en ratones que presentan eliminación de la 

expresión de A2AR (A2AR KO), ya sea global o especifica en células T han 

demostrado que la señalización de A2AR es necesaria para mantener el número 

normal de células T CD8+ vírgenes periféricas (Cekic et al., 2013). En un trabajo 

posterior, con aproximaciones similares, pero durante un desafío tumoral, 

demostraron que en relación con la condición control, existe una disminución en 

el número de células T asociadas al tumor, junto con una reducción en la 

diferenciación hacia Tef o Tmem en los linfocitos T A2AR KO. De esta manera los 

autores plantearon que la señalización de A2AR es requerida en algún grado para 
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la mantención y diferenciación efectora de células T asociadas al tumor (Cekic & 

Linden, 2014). Por otro lado, nosotros hemos demostrado que un subtipo de 

linfocitos T CD8+ generados in vitro con características de linfocito Tmem, sufre 

un aumento en su potencial citotóxico y una reducción en la expresión de TCF1 

a nivel de transcrito cuando son generados en presencia de un antagonista 

específico de A2AR (SCH58621) (Flores-Santibáñez et al., 2015). De esta 

manera, la señalización de la adenosina podría restringir la función efectora de 

los linfocitos T CD8+ al mismo tiempo que promueve la mantención y expresión 

de PD-1 y TCF-1, resultando en un fenotipo parecido al de linfocitos Tpex. 

Estudios recientes han demostrado además la expresión de A2AR en linfocitos T 

CD8+ intratumorales con fenotipos agotados (Todd et al., 2023; Wang et al., 2019; 

Zhang et al., 2022) y en particular, se ha detectado una ligera pero significativa  

mayor expresión de A2AR en linfocitos Tpex que en Tex (Todd et al., 2023), 

reforzando aún más la idea de que podría tener algún papel en el establecimiento 

de linfocitos Tpex. 

La expresión de CD73 podría tener un rol en el establecimiento de 

linfocitos Tpex en el tumor independiente a su actividad catalítica. Un estudio 

reciente demostró que en contexto de infección crónica CD73 es expresado 

principalmente en Tpex y no así en Tex (Gabriel et al., 2021) y se ha empezado 

a usar para distinguir estas dos poblaciones (Gebhardt et al., 2023; J. Lee et al., 

2023). Interesantemente, además de la producción de adenosina, se reconoce 

que CD73 posee actividad coestimulatoria en los linfocitos T (Resta & Thompson, 

1997; Resta et al., 1998). En línea con esto, se ha demostrado que los linfocitos 

T que expresan CD73 son capaces de activarse y proliferar a concentraciones 

bajas de forbol-12-miristato 13-acetato (PMA) que por sí solas no alcanzan a 

inducir la proliferación en células T que carecen de CD73 (Thompson & Ruedi, 

1989). Además, en un trabajo posterior, se demostró que los linfocitos T tienen 

una proliferación vigorosa cuando se exponen simultáneamente a un anticuerpo 

contra CD73 y uno contra CD3, inmovilizados en plástico, mientras que cuando 
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se exponen solo al anticuerpo contra CD3, la proliferación es modesta (Massaia 

et al., 1990). En este trabajo además compararon el efecto del anticuerpo contra 

CD73 en la activación de las células T con el efecto de un anticuerpo contra 

CD28, una de las moléculas coestimuladoras mejor caracterizadas, y el estímulo 

de CD73 en las células T proveyó una actividad coestimuladora mayor que la 

entregada por el estímulo de CD28 con los anticuerpos usados (Massaia et al., 

1990). Así, es posible que CD73 se requiera en estadios más tempranos del 

agotamiento en linfocitos T CD8+ para promover el avance hacia estadios más 

tardíos de diferenciación, y con esto hacia el agotamiento. Siguiendo esta línea, 

datos de nuestro laboratorio también sugieren que CD73 restringe el programa 

efector de linfocitos T CD8+ (Briceño et al., 2021). En este reporte, se demostró 

que linfocitos T vírgenes CD73 KO diferenciados in vitro a Tef, expresan mayores 

niveles del factor de transcripción T-bet, clave en la adquisición de un fenotipo 

efector, y mayores niveles de citoquinas proinflamatorias que su contraparte WT. 

Además, linfocitos OT-I CD73 KO transferidos a ratones con tumores B16.OVA, 

son más efectivos en reducir el crecimiento tumoral y presentan baja expresión 

de marcadores de agotamiento en relación con su contraparte WT. Por otra parte, 

se demostró que CD73 disminuye la sobrevida de los linfocitos T CD8+ bajo 

estimulación antigénica (Rosemblatt et al., 2021), lo que podría provocarse 

debido a un avance en la diferenciación hacia estados terminales de menor 

sobrevida. Finalmente, se ha demostrado que el bloqueo específico de CD73 con 

un anticuerpo monoclonal en un modelo de ratón transgénico inmunocompetente 

con un tipo de carcinoma revirtió significativamente el fenotipo agotado en 

linfocitos T CD8+ (Deng et al., 2018). Así, mientras existe evidencia que apunta 

que la adenosina podría promover el estadio de diferenciación Tpex, los estudios 

sobre CD73 sugieren participación de esta ectoenzima en el avance de la 

diferenciación de los linfocitos T CD8+ hacia células agotadas, quizás gracias a 

su actividad coestimuladora. No obstante, hacen falta nuevos estudios para 

confirmar esta hipótesis.  
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Actualmente se están probando estrategias inmunoterapéuticas contra el 

cáncer que incluyen el bloqueo de A2AR y CD73 (Allard et al., 2013; Beavis et 

al., 2015; Deng et al., 2018; Myojin, 2023). Interesantemente, estudios recientes 

han mostrado que tanto el bloqueo de CD73 como el bloqueo de la señalización 

de adenosina a través de A2AR sinergizan las inmunoterapias anti PD-1 y/o anti 

PD-L1 en modelo murino (Allard et al., 2013; Beavis et al., 2015; Myojin, 2023). 

Dado que estas terapias son de índole sistémicas, resulta interesante poder 

estudiar el efecto de ellas en las poblaciones de linfocitos T CD8+ agotados y los 

mecanismos celulares que podrían llevar al efecto sinérgico entre el bloqueo del 

eje CD73/A2AR y las inmunoterapias. Así, se propone estudiar el efecto que tiene 

el bloqueo terapéutico del receptor A2AR sobre el estado de agotamiento de los 

linfocitos T CD8+ intratumorales en modelo murino de melanoma. Por otro lado, 

la idea de que A2AR o CD73 puedan tener relevancia en la diferenciación de 

linfocitos Tpex y Tex, y/o en su asentamiento en el nicho tumoral se encuentra 

poco explorada en la literatura. Este estudio propone investigar el papel de A2AR 

y CD73, así como el efecto de su bloqueo terapéutico, en la diferenciación y 

establecimiento de linfocitos Tpex y Tex en el nicho tumoral.  
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HIPÓTESIS CIENTÍFICA 
 

 

 

 CD73 y el producto de su actividad catalítica, adenosina, ejercen 

diferentes funciones durante el agotamiento de las células T CD8+. Mientras 

CD73 promueve la diferenciación de linfocitos T CD8+ precursores agotados 

hacía células T agotadas más diferenciadas, la adenosina retarda este proceso 

a través de su señalización por A2AR.  

 

 

 

HIPÓTESIS TECNOLÓGICA 
 

 

 

 El bloqueo de la señalización de adenosina mediante el receptor A2A 

(A2AR) promueve la diferenciación de linfocitos T precursores agotados hacia 

linfocitos T CD8+ más diferenciados y funcionales potenciando la eficacia de 

inmunoterapias contra el cáncer.   

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

 

 

 Evaluar el rol de CD73 y de la señalización de adenosina a través de A2AR 

en la diferenciación de linfocitos T CD8+ agotados y precursores agotados en el 

nicho tumoral. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 

 

1. Estudiar el papel de CD73 y de la señalización de adenosina por medio de 

A2AR en la diferenciación y fenotipo de los linfocitos T CD8+ agotados y 

precursores agotados in vitro. 

2. Analizar el papel de CD73 y de la señalización de adenosina por medio de 

A2AR en la diferenciación de linfocitos T CD8+ agotados y precursores agotados 

en el nicho tumoral. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

 

2.1. Animales: Se trabajó con las cepas de ratón C57BL/6 (CD45.2+), 

B6SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ (CD45.1+), B6.129S1-Nt5etm1Lft/J (CD73 KO, 

CD45.2+) y C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J (OT-I, CD45.2+), todos comprados 

en Laboratorios Jackson. Además, generamos en el laboratorio ratones OT-I 

CD45.1+CD45.2+ (doble positivos para los marcadores congénicos CD45.1 y 

CD45.2) generados a partir del cruzamiento de ratones OT-I y CD45.1+. Por otra 

parte, generamos ratones OT-I CD73KO (CD45.2+) mediante una primera cruza 

entre ratones OT-I y CD73KO que generaron una progenie de ratones OT-I 

CD73KO heterocigotos, los cuales se cruzaron con ratones CD73 KO para 

obtener animales OT-I CD73 KO homocigotos. Por otro lado, los ratones OT-I 

CD45.1+ CD45.2+ se generaron a partir del cruzamiento de ratones OT-I y 

CD45.1+. El fenotipo de las cepas utilizadas se verificó previo al inicio de cada 

experimento a través del análisis de muestras de sangre obtenidas desde la 

arteria de la cola o desde la mejilla de los animales y su posterior análisis a través 

de citometría de flujo. Todos los ratones se mantuvieron en el bioterio de la 

Fundación Ciencia & Vida a una temperatura de 26 a 28°C, con ciclos de luz y 

oscuridad de 12 horas y con agua y alimento ad libitum. Todos los experimentos 

se realizaron con ratones machos con la excepción del experimento in vivo 

indicado en el objetivo 2.1 de la sección de resultados, en donde se usaron 

ratones hembra. La mayoría de los experimentos se realizaron con animales de 

entre 6 y 17 semanas de edad. La eutanasia se realizó a través de inhalación 

gradual de CO2 y posterior dislocación cervical como método secundario para 

asegurar la muerte del animal. Todos los experimentos se realizaron siguiendo 

las normas exigidas por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales 

(CICUA) y bajo el cuidado del comité de bioética de la Fundación Ciencia & Vida.  
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2.2. Línea celular: En este trabajo se utilizaron células de la línea 

B16.OVA, proporcionadas por Dr. Randolph Noelle (Dartmouth Medical School, 

Hanover, NH). Esta corresponde a una línea de melanoma murino que expresa 

constitutivamente ovoalbúmina (OVA). Las células fueron cultivadas en frascos 

T-75 con medio RPMI que contiene penicilina/estreptomicina 1% v/v (penicilina 

100 unidades/mL y estreptomicina 100 µg/mL, L-glutamina 2 mM suplementado 

con 10% de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich) y b-mercaptoetanol 55 µM (Gibco). 

Las células se mantuvieron en un incubador a 37 °C y 5% de CO2. 

2.3. Preparación de suspensiones celulares: En este trabajo se procesó 

bazo, órganos linfoides inguinales y tumores para obtener suspensiones 

celulares que se utilizaron para los diferentes protocolos. 

Para el procesamiento del bazo, luego de su extracción quirúrgica este fue 

recibido en una placa Petri con 10 mL de RPMI + 10 % FBS. A continuación, el 

bazo se perfundió y la suspensión celular se recolectó en un tubo Falcon de 15 

mL. Las células se centrifugaron a 600 x g durante 7 min y 4 °C. Luego se lisaron 

los glóbulos rojos en 2 mL de tampón para lisis (RBC Lisis buffer, ref: 420302, 

Biolegend) durante 5 min en hielo. Pasado este lapso, se agregaron 8 mL de 

RPMI suplementado + 10% FBS y se centrifugaron a 600 x g durante 7 min y 4 

°C. Finalmente se eliminó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 

o 10 mL de RPMI + 10 % FBS.  
Para el procesamiento de los nódulos linfáticos inguinales, luego de 

extraerlos quirúrgicamente fueron depositados individualmente en tubos 

Eppendorf de 1,6 mL con 1 mL de RPMI + 10% FBS donde los nódulos fueron 

disgregados mecánicamente. La suspensión celular se filtró en un cell strainer de 

70 µm sobre un tubo Falcon de 15 mL.  

Para el procesamiento del tumor, primero se retiró el exceso de piel, se 

masó, y se depositó en una placa de Petri conteniendo 1 mL de HBSS 1X (ref: 

14185-052, Gibco) + 5% FBS, DNasa I (50 µg/ mL, ref: 11284932001, Roche) y 

colagenasa D (1 mg/ mL, ref: 11088858001, Roche). A continuación, el tumor se 

disgregó con tijeras quirúrgicas y el contenido de la placa se traspasó a un tubo 
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C (gentleMACS), se agregaron 4 mL más de la mezcla de tampón y enzimas 

mencionada más arriba y se instaló el tubo C en el disociador gentleMACS y el 

tumor se disoció con el programa M_impTumor_02_02. Posteriormente el tubo C 

fue retirado y se incubó por 40 min a 37°C con rotación suave. Pasado el tiempo 

indicado el tubo C se volvió a instalar en el disociador gentleMACS y se activó el 

programa M_impTumor_03_02. Terminado de ejecutarse el programa, se retiró 

el tubo C del gentleMACS y la suspensión celular resultante se filtró a través de 

un cell strainer de 70 µm. Luego, la suspensión celular se centrifugó a 600 x g 

por 7 min a 4°C, se eliminó el sobrenadante y las células se incubaron con 2 mL 

de RBC por 5 min en hielo. A continuación, se agregaron 5 mL de HBSS + 5% 

FBS y las células se centrifugaron a 600 x g por 7 min a 4°C. Finalmente, se 

eliminó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 mL de HBSS + 5% 

FBS. 

Al final del procesamiento de cada tejido, las células se contaron en 

cámara de Neubauer descartando las células muertas utilizando azul de tripán 

en el caso del bazo, o por citometría de flujo en el Cytek AURORA que mide 

directamente el volumen de la muestra analizada, donde las células muertas se 

descartaron por marcaje con un colorante vital fluorescente. 

2.4. Separación inmunomagnética de linfocitos T CD8+: Para aislar los 

linfocitos T CD8+ totales se utilizó el Kit de separación inmunomagnética 

MojoSort Mouse CD8 T Cell Isolation Kit (ref: 480035, Biolegend). Para esto, 

la suspensión celular obtenida de bazo se centrifugó a 600 x g durante 7 min y 4 

°C, y las células se resuspendieron en una solución de verseno + 2% FBS a una 

concentración de 108 células por mL. A continuación, las células se incubaron por 

15 min en hielo con 15 µL del cóctel de anticuerpos acoplados a biotina. Luego 

las células fueron incubadas por 15 min en hielo con 15 µL de perlas magnéticas 

conjugadas con estreptavidina. Al finalizar la incubación, se agregó 2,5 mL de 

verseno + 2 % FBS a las células y se traspasaron a un tubo Falcon de 5 mL. A 

continuación, la suspensión celular se incubó por 5 min en un separador 

magnético a temperatura ambiente para después recuperar la fracción negativa 
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que contiene a los linfocitos T CD8+. La fracción de células acopladas al imán se 

resuspendió con 3 mL de verseno + 2 % FBS para recuperar linfocitos T CD8+ 

restantes. El total de células recuperadas se llevaron a 10 mL con verseno + 2 % 

FBS y se centrifugaron a 600 x g, durante 5 min y a 4°C. Finalmente, las células 

se resuspendieron en medio RPMI + 10 % FBS y se contaron. La eficiencia de la 

purificación se evaluó por citometría de flujo.  

Para aislar linfocitos T CD8+ vírgenes desde bazo se utilizó el kit de 

separación inmunomagnética EasySep Mouse Naïve CD8+ T Cell Isolation 
Kit (ref: 19858, STEMCELL Technologies). Para esto la suspensión celular 

obtenida desde bazo se centrifugó a 600 x g durante 7 min y 4 °C, y las células 

se resuspendieron a una concentración de 108 células por mL en verseno + 2% 

FBS. A continuación, se agregaron 10 µL de EasySep Mouse FcR Blocker por 

cada 1 mL de muestra. Luego la muestra se traspasó a un tubo Falcon de 5mL y 

se incubaron por 10 min a temperatura ambiente con 50 µL de EasySep Mouse 

Naïve CD8+ T cell Isolation Cocktail por cada 1 mL de muestra. A continuación, 

se agregaron 100 µL de EasySep Streptavidin RapidSpheres (previamente 

resuspendidas con vórtex por 30 segundos) por cada 1 mL de muestra y se 

incubó por 5 min a temperatura ambiente. Luego la muestra se llevó a 2,5 mL 

agregando verseno + 2% FBS y se incubó a temperatura ambiente por 2 min y 

30 seg en un separador magnético para después recuperar la fracción negativa 

que contiene a los linfocitos T CD8+ vírgenes. Finalmente, las células se 

resuspendieron en medio RPMI + 10 % FBS y se contaron en cámara de 

Neubauer descartando las células muertas utilizando azul de tripán. La eficiencia 

de la purificación se determinó por citometría de flujo. 

2.5. Protocolo de agotamiento celular in vitro: En este trabajo se adaptó 

un protocolo de agotamiento in vitro previamente publicado (Zhao et al., 2020). 

Para esto, linfocitos T CD8+ totales o vírgenes aislados desde bazo de un ratón 

OT-I se cultivaron en placas de 24 pocillos a una concentración de 5 x 105 células 

por 1 mL de medio de agotamiento. El medio de agotamiento consistió en RPMI 

+ 10% FBS, Hepes 10 mM (ref: 15630-080, Gibco), piruvato de sodio 1 mM (ref: 
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11360-070, Gibco), 1% v/v de aminoácidos no esenciales (ref: 11140-050, 

Gibco), 55 µM de b-mercaptoetanol, IL-7 a 5 ng/mL ref: 577804, Biolegend) e IL-

15 a 5 ng/mL (ref: 566302, Biolegend). Todos los días durante 5 días se agregó 

10 ng de péptido SIINFEKL (péptido OT-I, GenScript), simulando una activación 

crónica. Luego de 48 horas de incubación, los linfocitos T CD8+ se traspasaron 

a un tubo Falcon y se contaron a través de citometría de flujo. Posteriormente, 

las células se lavaron agregando de 5 a 10 mL de RPMI + 10% FBS y 

centrifugando a 600 x g por 7 min y 4°C. A continuación, se retiró el sobrenadante 

y las células fueron resuspendidas en medio de agotamiento a 5 x 105 por mL de 

medio para ser trasladadas nuevamente a una placa de 24 pocillos, con 1 mL de 

células en medio por pozo. Cuando se observó una alta confluencia de células 

en un pozo, se agregó 1 mL de medio con péptido y se dividió en 2 pozos 

(usualmente el día 4 de iniciado el experimento). Finalmente, al día 5 de iniciado 

el experimento, las células se traspasaron a un Falcon y se contaron a través de 

citometría de flujo, para su posterior uso. Como control de activación sin generar 

agotamiento, se realizó en paralelo la activación con péptido de los linfocitos OT-

I agregando solo el primer día 10 ng de péptido SIINFEKL y retirándolo a las 48h 

con el lavado descrito anteriormente. Posterior al lavado las células se 

mantuvieron en medio de agotamiento hasta el día del análisis. 

En algunos casos el agotamiento in vitro se prolongó hasta el día 7 desde 

el inicio del cultivo. Para esto, el día 5 además de contar, las células se lavaron 

como se describió anteriormente para posteriormente volverlas a incubar en 

medio de agotamiento por 2 días más, agregando 10 ng de péptido OT-I los días 

5 y 6, para finalmente contar a través de citometría de flujo para su posterior uso.  

2.6. Fármacos utilizados en los experimentos de agotamiento: En 

algunas ocasiones se incluyó en medio de agotamiento los fármacos que se 

encuentran en la Tabla 1. Como control de vehículo se utilizó DMSO o agua 

(0,1% v/v). 
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Tabla 1. Lista de fármacos utilizados en los experimentos de agotamiento. 

 
 

2.7. Citometría de flujo: El detalle de los anticuerpos utilizados para la 

tinción de las células se encuentra en la Tabla 2. La unión no específica de los 

anticuerpos se bloqueó añadiendo a la mezcla de anticuerpos específicos, el 

anticuerpo contra CD16/CD32 (FcBlock, Biolegend). Para eliminar del análisis las 

células muertas se usó Viability dye 780 (eBioscience/Invitrogen) que se agregó 

a la mezcla de anticuerpos de superficie a una concentración previamente 

determinada. La tinción de las células se llevó a cabo en un número determinado 

de células según el protocolo experimental en curso, las cuales se incubaron con 

la mezcla de anticuerpos de superficie por 20 min a 4°C y oscuridad. 

Posteriormente las células se lavaron con PBS + 2% FBS y se resuspendieron 

en 300 µL de PBS + 2% FBS. En algunos experimentos las células fueron teñidas 

con anticuerpos intracelulares para lo cual luego de realizar la tinción superficial 

y lavar las células, estás fueron permeabilizadas y fijadas usando un kit comercial 

para el factor de transcripción FOXP3 (eBioscience) según el protocolo sugerido 

por el fabricante. La fijación/permeabilización se realizó por 2 h o toda la noche a 

4°C y oscuridad para los fines de nuestros experimentos. Posteriormente se 

realizó un lavado agregando 700 µL del tampón de permeabilización y las células 

se centrifugaron a 700 x g durante 8 min a 4°C. Luego se retiró el sobrenadante 

y las células se incubaron durante toda la noche a 4°C y oscuridad con 100 µL 

de la mezcla de anticuerpos intracelulares en tampón de permeabilización. 

Finalmente, las células se lavaron en tampón de permeabilización centrifugando 

a 700 x g durante 8 min a 4°C y las células se resuspendieron en 300 µL de PBS 

+ 2% FBS para su posterior análisis en el citómetro de flujo. Para todas las 
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muestras con excepción de los tumores se decidió marcar un número igual o 

cercano a 2 millones de células vivas. En el caso de los tumores usualmente se 

marcaron más de 2 millones de células, por lo que en cada tinción se utilizó el 

doble de cada anticuerpo. Además, por cada 10 millones de células se agregaron 

100 µL de la mezcla de anticuerpos 2x. Para la adquisición de muestras se utilizó 

el citómetro de flujo FACSCanto II (con 2 láseres), el cell sorter FACSAria III (con 

3 láseres) y el citómetro espectral Cytek AURORA (con 5 láseres).  

El recuento celular a través de citometría de flujo se realizó con 2 métodos 

diferentes. Inicialmente utilizamos perlas de concentración conocida que se 

agregaron a las muestras para ser usadas como referencia interna. Luego de la 

adquisición del citómetro Cytek AURORA, determinamos los valores absolutos 

de cualquier población de una muestra gracias a la información del volumen de 

muestra adquirido y el número de eventos presente en ese volumen. El número 

total de células se calcula con la siguiente formula:  

 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜	𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑑𝑒	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 = 	
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜	𝑑𝑒	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠	𝑎𝑑𝑞𝑢𝑖𝑟𝑖𝑑𝑎𝑠	𝑥	𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛	𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑑𝑒	𝑙𝑎	𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛	𝑎𝑑𝑞𝑢𝑖𝑟𝑖𝑑𝑜	𝑝𝑜𝑟	𝑒𝑙	𝑐𝑖𝑡ó𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜	  

 

Para el análisis de la citometría de flujo de este trabajo se utilizó el software 

FlowJo versión 10.4 para Mac OS X. Para los análisis a través de t-SNE se utilizó 

los softwares R (versión 4.2.2) y RStudio (versión 2022.12.0+353) utilizando un 

script de R como base con los comandos necesarios para realizar el t-SNE y la 

clusterización a través de DBSCAN provisto por el Dr. Felipe Flores-Santibáñez 

y que fue adaptado para este trabajo.  
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Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados para citometría de flujo 

 

Tipo de tinciónMarcaCatálogoClonFluoróforoAnticuerpo

SuperficialBiolegend133511m2B4 (B6)458.1PE-Cy72B4
IntracelularNovus BiologicalsNBP1-39474APC7F6-G5-A2APCA2AR
SuperficialeBioscience12-0251-82PC61.5PECD25
SuperficialBiolegend102030PC61PerCP-Cy5.5CD25
SuperficialBiolegend10023617A2APCCD3
SuperficialBiolegend10024117A2BV711CD3
SuperficialBiolegend10020417A2FITCCD3
SuperficialBD bioscience567105Y23-1185BV421CD39
SuperficialBiolegend143812Duha59PE/Dazzle594CD39
SuperficialBiolegend103012IM7APCCD44
SuperficialBiolegend103031IM7PerCP-Cy5.5CD44
SuperficialBiolegend10314530-F11PE/Dazzle594CD45
SuperficialBiolegend110723A20Alexa Fluor 700CD45.1
SuperficialBiolegend110729A20PE-Cy7CD45.1
SuperficialBiolegend110730A20PerCP-Cy5.5CD45.1
SuperficialBiolegend109814104APCCD45.2
SuperficialBiolegend109838104BV510CD45.2
SuperficialBiolegend109828104PerCP-Cy5.5CD45.2
SuperficialBiolegend104433MEL-14BV570CD62L
SuperficialBiolegend104440MEL-14BV785CD62L
SuperficialeBioscience12-0621-83MEL-14PECD62L
SuperficialBiolegend104418MEL-14Pe-Cy7CD62L
SuperficialeBioscience11-0621MEL-14FITCCD62L 
SuperficialBiolegend104545H1.2F3BV421CD69 
SuperficialBiolegend104508H1.2F3PECD69 
SuperficialBiolegend127210TY/11.8APCCD73
SuperficialBiolegend127224TY/11.8PE-Cy7CD73
SuperficialBiolegend10071253-6.7APCCD8𝜶
SuperficialBiolegend10074253-6.7BV650CD8𝜶
SuperficialBiolegend10072253-6.7 PE-Cy7CD8𝜶
IntracelularBiolegend505810XMG1.2APCIFN𝜸
IntracelulareBioscience11-7311-82XMG1.2   FITCIFN𝜸
IntracelularBiolegend503832JES6-5H4PE-Cy7IL-2
SuperficialBiolegend1384122F1/KLRG1APCKLRG1
SuperficialBiolegend1384392F1/KLRG1PE/FIRE640KLRG1
SuperficialBiolegend1384192F1/KLRG1BV605KLRG1
SuperficialBiolegend125225C9B7WPE-Cy7LAG-3
SuperficialBiolegend125212C9B7WPerCP-Cy5.5LAG-3
SuperficialBiolegend134609330-AJAPCLY108
SuperficialBiolegend134608330-AJPacific BlueLY108
SuperficialBiolegend13522029F.1A12BV605PD-1
SuperficialBiolegend109120RMP1-30PerCP-Cy5.5PD-1
IntracelularCell Signaling6444SC63D9Alexa Fluor 488TCF1
SuperficialBiolegend142111VSIG9BV421TIGIT
SuperficialBiolegend119725RMT3-23BV785TIM-3
SuperficialBiolegend119715RMT3-23PE-Cy7TIM-3
IntracelularBiolegend506328MP6-XT22BV421TNF𝜶
IntracelularBiolegend506304MP6-XT22FITCTNF𝜶
IntracelularMiltenyi Biotec130-118-335REA473APCTOX
IntracelularMiltenyi Biotec130-120-716REA473PETOX
SuperficialBiolegend127808B20.1PEV𝝰2
SuperficialeBioscience12-5812-82B20.1PEV𝝰2
SuperficialeBioscience11-5796-82MR9-4FITCVβ5.1, 5.2
SuperficialBiolegend139514MR9-4FITCVβ5.1, 5.2
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2.8. Tinción con CellTrace Violet: Los linfocitos T CD8+ aislados desde 

bazo fueron lavados y resuspendidos en una solución 5 µM de CellTrace Violet 

(ref: C34557, Invitrogen) en PBS (mantenido a temperatura ambiente), a 107 

células/mL. Las células se incubaron por 20 min a 37°C con agitación y en 

oscuridad. La reacción se detuvo agregando 5 a 10 mL de RPMI + 10% FBS e 

incubando por 5 min. Finalmente, las células fueron lavadas centrifugando a 600 

x g por 7 min y 4 °C.  

2.9. Evaluación de la producción de citoquinas en los experimentos 
de agotamiento: Al término del cultivo de agotamiento las células T CD8+ fueron 

reestimuladas agregando al cultivo 10 µg de péptido OT-I y 1 µL de Golgi Plug 

(ref: 555029, BD Biosciences) por cada 1 mL de medio con células y se incubó 

por 6 horas a 37°C y 5% CO2. Como control sin activación se incubaron células 

T CD8+ agotadas in vitro sin agregar nuevamente el péptido OT-I. Posteriormente 

las células fueron lavadas con 5 mL de PBS + 2% FBS a 600 x g por 7 min a 4°C 

para posteriormente realizar la tinción del precipitado de células para citometría 

de flujo. La capacidad de producción de citoquinas se midió a través de un 

marcaje intracelular realizado como se indica en la sección 2.7 de Materiales y 

Métodos.  

2.10. Cell sorting: Los cultivos para generar agotamiento en linfocitos T 

CD8+ OT-I constan de un bajo porcentaje de células vivas (21,33% en el caso de 

los linfocitos WT, ver Fig. 1C). Así para la obtención de ARN de linfocitos OT-I 

WT y CD73 KO agotados y el posterior RNA-seq, se utilizó previamente el cell 

sorter FACS Aria III para limpiar de las muestras las células muertas. Para esto, 

las células de los cultivos fueron resuspendidas a 10 millones de células por mL 

en medio RPMI + 10% FBS. A continuación, se agregó 1 µL de una solución de 

yoduro de propidio filtrado 50 µg/mL (BD Pharmingen, ref: 51_66211E) y se 

seleccionó la población de linfocitos T CD8+ vivos (negativos para yoduro de 

propidio). Las células aisladas fueron recuperadas en un tubo Falcon de 15 mL 

conteniendo 500 µL de FBS filtrado.  
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En este trabajo además se utilizó cell sorting para purificar linfocitos OT-I 

vírgenes WT y CD73 KO y posteriormente cotransferirlos a ratones con tumor 

B16.OVA, como se presenta en el objetivo 2.2 en la sección de resultados. Para 

esto primero se enriquecieron muestras de bazo en linfocitos T CD8+ WT y CD73 

KO aislándolos a través de separación inmunomagnética, como se indica en la 

sección 2.4 de Materiales y Métodos. Luego, para el cell sorting, los linfocitos T 

CD8+ aislados fueron marcados con una mezcla de anticuerpos en PBS + 2% 

FBS conteniendo FcBlock, aCD8-BV650, aCD3-BV711, aCD44-APC o aCD44-

PerCP-Cy5.5 y aCD62L-BV785 o aCD62L-BV570. Las células se incubaron por 

20 min, 4°C y oscuridad con la mezcla de anticuerpos y se centrifugaron a 600 x 

g, 7 min y 4°C. Luego se retiró el sobrenadante y las células se resuspendieron 

en medio RPMI suplementado + 10% FBS a una concentración de 10 millones 

de células por mL de medio. Finalmente, se aislaron los linfocitos T CD8+ 

vírgenes CD44bajo o negativo CD62L+, los cuales fueron recibidos en un Falcon 

de 15 mL conteniendo 500 µL de FBS filtrado. 

2.11. Extracción de ARN: La extracción de ARN se realizó con el kit de 
extracción E.Z.N.A Total RNA Kit (ref: R6834-02CH, Omega Bio-tek), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. El ARN resultante se cuantificó en Qubit 

(Invitrogen) o Nanodrop. La integridad del ARN se determinó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

2.12. RNAseq: El RNAseq fue realizado en la Unidad de Genómica y 

Bioinformática de la Universidad de Santiago de Chile, quienes se encargaron de 

hacer las librerías y secuenciación con la plataforma de Illumina Nextseq500. 

Para esto enviamos ARN de 3 muestras independientes de linfocitos (totales) OT-

I WT y 3 muestras independientes de linfocitos OT-I CD73 KO agotados. El 

análisis del RNAseq fue realizado por el Dr. Camilo Villaman y el Dr. Alberto 

Martin del Laboratorio de Biología de Redes de la Fundación Ciencia & Vida. 

Brevemente, se usó el pipeline “rnaseq” del grupo “nf-core" el que a partir de los 

archivos FASTQ realiza controles de calidad, acorta las lecturas del secuenciador 

removiendo regiones de baja calidad, alinea contra un genoma de referencia 
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utilizando la herramienta STAR (Spliced Transcripts Alignment Reference) y 

cuantifica con la herramienta Salmon. Esto generó tablas de conteos preliminares 

de cada muestra. Con estos datos posteriormente se hizo un análisis de 

reducción de dimensionalidad y un gráfico de componentes principales (PCA, 

Principal Components Analysis). Para el análisis de expresión diferencial se usó 

la plataforma BestDEGs, que permite procesar los conteos crudos utilizando los 

modelos EdgeR y DESeq2 con los que se generó un consenso de los genes 

diferencialmente expresados. Finalmente se extrajo la lista consenso de genes 

diferencialmente expresados y se usó STRING para determinar los términos 

funcionalmente enriquecidos presentados en este trabajo.  

2.13. PCR en tiempo real: El análisis de expresión de ARN mensajero de 

los genes adora2a, adora2b y adora3 en linfocitos T CD8+ WT y CD73 KO 

agotados in vitro se realizó a través de PCR en tiempo real. Este análisis de 

expresión fue realizado por Catalina Rodríguez Bascuñan del Laboratorio de 

Inmunología de la Universidad de Chile como se comenta a continuación. Para 

la generación del ADNc, se utilizó 1µg ARN de linfocitos OT-I WT y CD73 KO 

obtenidos del cultivo de agotamiento utilizando el kit ImProm-II Reverse 
Transcriptase de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la 

reacción de PCR en tiempo real se utilizaron 2 µL del ADNc generado en la 

reacción anterior, partidores a concentraciones de 200 nm (adora3) y 400 nM 

(adora2a y adora2b), 10 µL de Brilliant II SYBR Green qPCR Master Mix (ref: 

600828, Agilent Technologies), para luego completar 20 µL con agua libre de 

nucleasas. Las secuencias de los partidores utilizados se muestran en la Tabla 

3. Para realizar la reacción se utilizó el termociclador BioRad CFX Connect y el 

software BioRad CFX Maestro. Las muestras se procesaron en duplicados 

biológicos y la cuantificación relativa se llevó a cabo siguiendo la ecuación 

propuesta por Pfaffl (Pfaffl, 2001), indicada a continuación:  

 

𝐸𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛	𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 =
𝐸!"#	%"	&#'"(é*D+'!"#	%"	&#'"(é*	(+-#'(-./"01"(&2"#'3.)

𝐸!"#	%"	("5"("#6&3D+'!"#	%"	("+"("#,&-	(+-#'(-./"01"(&2"#'3.)
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Donde E = Eficiencia de la reacción de amplificación, Ct = valor que 

representa el punto en el cual la fluorescencia de la reacción sobrepasa la 

fluorescencia basal, D𝐶𝑡!"#	%"	&#'"(é*	(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙)= resta del valor de 

Ct para la amplificación del gen de interés utilizando ADNc del grupo control (en 

este caso células vírgenes) con el valor de Ct para la amplificación del gen de 

interés utilizando ADNc del grupo experimental (células T CD8+ agotadas in 

vitro), D𝐶𝑡!"#	%"	("5"("#6&3	(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙) = resta del valor de Ct para la 

amplificación del gen de referencia (Hprt) utilizando ADNc del grupo control con 

el valor de Ct para la amplificación del gen de referencia utilizando ADNc del 

grupo experimental. 
Los valores de E fueron determinados previamente en el laboratorio para 

todos los genes estudiados, realizando una curva de calibración para cada par 

de partidores a partir de reacciones de PCR variando la cantidad de ADNc en la 

mezcla. Con la pendiente (m) de esta curva de calibración se calculó E siguiendo 

la fórmula de a continuación extraída de la literatura (Rasmussen, 2001): 

	 

𝐸 = 	10
/7
2  

 
Tabla 3. Secuencias de partidores utilizados en este trabajo. 

 
 

2.14. Crecimiento tumoral: Para los experimentos in vivo se inyectaron 

por vía intradérmica en el flanco derecho de la espalda baja del ratón 5 x 105 

células B16.OVA resuspendidas en 50 µL de PBS. Para esto los animales fueron 

anestesiados por inhalación de sevofluorano (ref: TH2L9117, Baxter) en cámara. 

El crecimiento tumoral se monitoreó utilizando un pie de metro para hacer 3 

mediciones de ancho y 3 de largo desde que el tumor se encontraba palpable 
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(usualmente al día 7 después de la inyección de las células tumorales). El 

crecimiento tumoral se obtuvo graficando el área del tumor en función del tiempo. 
2.15. Cotransferencia adoptiva: Linfocitos OT-I vírgenes WT 

(CD45.1+CD45.2+) y CD73 KO (CD45.2+) previamente aislados por cell sorting 

(indicado en la sección 2.10 de Materiales y Métodos) se mezclaron en 

proporción 1:1, proporción que se verificó por citometría de flujo (input) con los 

anticuerpos aCD45.1-PE-Cy7 y aCD45.2-PerCP-Cy5.5 o aCD45.2-BV510 (Fig. 

22A). Luego, las células se centrifugaron a 600 x g, por 7 min a 4°C y 

resuspendieron en PBS (Tº amb) a una concentración de 4 x 106 células 

(provenientes de cada ratón, WT o CD73 KO) por mL. A continuación, se inyectó 

150 µL de la suspensión celular por vía intravenosa por ratón. Como control, 

algunos ratones se inyectaron solo con PBS. Para determinar la razón CD73 

KO/WT se usó la siguiente formula previamente publicada (Rosemblatt et al., 

2021), utilizando los valores de frecuencia de las respectivas células en el órgano 

indicado y comparándolos con las frecuencias de estas células en el input: 

 

𝑅𝑎𝑧ó𝑛	𝐶𝐷73	𝐾𝑂/𝑊𝑇 =
C
𝐶𝐷73	𝐾𝑂ó(!3#-
𝑊𝑇ó(!3#-

D

C
𝐶𝐷73	𝐾𝑂&#19'
𝑊𝑇&#19'

D
 

 

2.16. Administración de SYN115: Ratones C57BL/6 con un tumor 

B16.OVA palpable (7 días posterior a la inyección de células tumorales) se 

inyectaron por vía intraperitoneal (i.p.) por 7 días con 7 dosis de 60 µL de SYN115 

(ref: HY-10995, MedChemExpress), 3 mg de SYN115 por kg de ratón, 

intercambiando diariamente el sitio de inyección entre el lado izquierdo y derecho. 

Como control se administró de forma similar el vehículo en el cual estaba disuelto 

SYN115. El vehículo consiste en una mezcla del 10% de DMSO y 90% de aceite 

de maíz (ref: C8267-500ML, Sigma-Aldrich). Un día después de la última dosis 

se analizó tumor, nódulo drenante y bazo a través de citometría de flujo. Las dosis 

fueron administradas diariamente. Uno de los ratones control fue excluido del 
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análisis puesto que poseía una lesión bajo la piel, en la zona de inyección, que 

podría indicar un error en la administración de esta.  

2.17. Análisis estadístico: La estadística de este trabajo, con excepción 

del análisis de RNAseq, se hizo utilizando el software GraphPad Prism versión 

9.5.0. Para todos los análisis estadísticos realizados a través de GraphPad Prism 

se verificó la normalidad de los datos a través de la prueba de Shapiro-Wilk o con 

prueba de D’agostino & Pearson. Además, se utilizó la función que utiliza el 

método ROUT (the Robust Regression and Outlier Removal) para revisar la 

presencia de valores atípicos y estos fueron sacados del análisis. Para comparar 

2 grupos experimentales pareados con una sola variable se realizó un t-test 

pareado en el caso de que los datos tuvieran una distribución normal y una 

prueba de los rangos con signo de pares emparejados de Wilcoxon en caso de 

que la distribución no fuera normal. Para comparar 2 grupos experimentales no 

pareados con una sola variable se utilizó un t-test no pareado con corrección de 

Welch para datos con distribución normal y una prueba de Mann-Whitney en el 

caso de que no fuera normal la distribución de los datos. Para comparar curvas 

de crecimiento tumoral se utilizó un ANOVA de dos vías y corrección de 

Bonferroni. Para comparar más de 2 grupos no pareados de datos entre sí o 

respecto a un grupo control con una sola variable se utilizó un ANOVA de una vía 

con corrección de Bonferroni. Cuando en el mismo caso los datos eran pareados 

se utilizó un ANOVA de una vía de medidas repetidas con corrección de 

Bonferroni. En los casos en los que los datos se normalizaron respecto a un 

control o respecto al input y se compararon con un valor teórico se utilizó un t-

test de una muestra para datos con distribución normal o una prueba de Wilcoxon 

de una muestra para datos sin distribución normal. Para el análisis estadístico del 

número de divisiones realizado en los experimentos con CellTrace Violet, se 

realizó un t-test múltiple para datos no pareados con corrección con método de 

Bonferroni-Dunn. Valores de p £ 0,05 se consideraron como estadísticamente 

significativos con * = p £ 0,05, ** = p £ 0,01, *** = p £ 0,001 y **** = p £ 0,0001. 
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3. RESULTADOS 
 

 

 

Objetivo 1. Estudiar el papel de CD73 y de la señalización de adenosina por 
medio de A2AR en la diferenciación y fenotipo de los linfocitos T CD8+ 
agotados y precursores agotados in vitro. 

Los resultados obtenidos relativos al objetivo 1 se pueden dividir en 3 

actividades, las cuales se presentan a continuación:  

 

Objetivo 1.1. Estandarizar un protocolo para la generación de linfocitos 
T CD8+ agotados in vitro e identificar a las poblaciones agotadas (Tex) y 
precursoras agotadas (Tpex). 
 Para estudiar el papel de CD73 y de la señalización de adenosina a través 

de A2AR en la diferenciación de los linfocitos T CD8+ agotados in vitro, se 

estandarizó un protocolo descrito en la literatura (Zhao et al., 2020) para la 

generación de linfocitos OT-I agotados (Fig.1A). El grupo de Zhao demostró que 

la estimulación repetida por 5 días con el péptido SIINFEKL en los linfocitos OT-

I recapitula todas las características moleculares y funcionales del agotamiento 

de linfocitos T CD8+. En este protocolo se utilizan linfocitos transgénicos OT-I en 

lugar de silvestres ya que al poseer un TCR específico para el péptido SIINFEKL 

(péptido OT-I) se puede realizar una activación repetida y controlada de estas 

células utilizando dicho péptido. Por otro lado, en el protocolo publicado se 

purifican linfocitos T CD8+ (OT-I) totales y, a menos que se indique otro método, 

en este trabajo se sigue con el mismo tipo de purificación. Así, a lo largo de este 

trabajo, todos los experimentos referidos a agotamiento in vitro se realizaron 

utilizando linfocitos OT-I o linfocitos OT-I CD73KO. En adición, se referirá a ellos 

también como linfocitos T CD8+ ya que siempre se aislaron con un kit de 

purificación de linfocitos T CD8+ totales o vírgenes según se indique. Como 

control del protocolo de agotamiento utilizamos activación aguda de los linfocitos 
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T CD8+, que consistió en administrar por 48h el péptido OT-I al inicio del cultivo, 

luego lavar las células y continuar el cultivo hasta los 5 días. Una vez finalizado 

el cultivo, los linfocitos se analizaron por citometría de flujo siguiendo la estrategia 

de gating de la Fig. 1B para determinar el porcentaje y número de células vivas 

(Fig. 1C y D).  Para el análisis del fenotipo de las células agotadas se evaluó 

marcadores de troncalidad, activación, agotamiento y de fenotipo efector, así 

como el perfil de expresión de distintas subpoblaciones de linfocitos T CD8+ 

descritas en la literatura. Ver en Tabla 4 la descripción específica de cada uno de 

los marcadores fenotípicos analizados.  

 

La activación crónica de los linfocitos OT-I resultó en un menor porcentaje de 

células vivas respecto al estímulo agudo (Fig. 1C). Además, la estimulación 

crónica provocó un aumento promedio de 1,49 veces el número de células 

respecto al input inicial, mientras que la estimulación aguda provocó en promedio 

un aumento mayor, siendo de 8,49 veces el input (Fig. 1D). Estas diferencias 

parecen no deberse a cambios en la proliferación, ya que se realizó un cultivo de 

linfocitos OT-I marcados con CellTrace Violet (una molécula fluorescente que se 

diluye con los ciclos de proliferación) y tanto las células activadas crónicamente 

como de forma aguda presentaron una dilución similar al día 3 posterior al inicio 

de la activación (Fig. 1E). 
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Figura 1. Protocolo experimental para el estudio del agotamiento de linfocitos T 
CD8+ in vitro y sobrevida de los linfocitos agotados.  
Linfocitos OT-I fueron activados por 5 días (activación crónica) o 2 días (activación 
aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15 y luego su fenotipo se analizó 
a través de citometría de flujo. A. Esquema del protocolo experimental. B. Estrategia de 
gating de linfocitos activados de forma crónica in vitro. C. Análisis estadístico del 
porcentaje de linfocitos vivos obtenidos al cabo de 5 días con la estimulación crónica o 
aguda. D. Recuento celular al finalizar el cultivo y razón de cambio del número de células 
final respecto al input de 5x105. E. Evaluación de la proliferación de los linfocitos 
activados en forma aguda y crónica marcados con CellTrace Violet al día 3 del cultivo 
celular. En C y D cada punto representa un ratón diferente. C, n=15 para activación 
aguda y crónica; D, n=9 para activación aguda y n=11 para activación crónica; E=1 para 
activación aguda y crónica. En C se utilizó t-test pareado y en D prueba de Mann-
Whitney. ** p £ 0,01 y *** p £ 0,001. 
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Tabla 4. Características de los marcadores fenotípicos de las distintas poblaciones 
de linfocitos T CD8+ analizadas durante este trabajo. 
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-La tabla se hizo en base a las referencias (Blackburn et al., 2008; Caserta et al., 2012; Gartshteyn et al., 2023; Gebhardt 

et al., 2023; Kallies et al., 2020; S. W. Lee et al., 2023; Nakajima et al., 2021; Restifo & Gattinoni, 2013; Seder et al., 2008; 

Seo et al., 2021). 

- Los espacios vacíos indican que no se encontró información al respecto. 

- El signo + indica expresión de la molécula, el signo – indica falta de expresión y +/- indica que puede o no expresar la 

molécula. El uso de () indica expresión frente a un reestímulo. 

 

Tanto la exposición aguda como crónica al péptido OT-I provocó la generación 

de linfocitos T CD8+ activados, identificados por la expresión de CD69, CD25 y 

CD44 (Fig. 2A y B), no obstante, la expresión de CD69 y CD25 solo se mantuvo 

en la mayor parte de los linfocitos T CD8+ (93,8% CD69+ y 82,5% CD25+) con 

la estimulación crónica. La frecuencia de células OT-I que expresan niveles altos 

de TCF1 (TCF1hi) así como otras moléculas asociadas a la troncalidad como 

LY108 y CD62L se vio reducida con la activación crónica en relación con la 

activación aguda (Fig. 2C y D). Notablemente, la alta expresión de TCF1 y de 

CD44 en las células activadas de forma aguda, junto con la expresión de CD62L 

guarda relación con un fenotipo de célula de memoria central (Tcm). Así, el 

estímulo crónico generó un estado de mayor activación y menor troncalidad en 

los linfocitos T CD8+ respecto al estímulo agudo. 
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Figura 2. La activación crónica de linfocitos T CD8+ in vitro genera un aumento en 
la proporción de células que expresan marcadores de activación y una 
disminución de células que expresan marcadores de troncalidad.  
Linfocitos OT-I fueron activados por 5 días (activación crónica) o 2 días (activación 
aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15 y la expresión de moléculas 
asociadas a activación y troncalidad se analizó a través de citometría de flujo. La 
estrategia de gating se muestra en la Fig. 1B. A. Citometría de flujo representativa de la 
expresión de las proteínas asociadas a activación CD69, CD25 y CD44 en linfocitos T 
CD8+ activados en forma aguda o crónica. B. Análisis estadístico del porcentaje de 
células CD69+, CD25+ y CD44+ del total de linfocitos T CD8+ activados de forma aguda 
o crónica. C. Citometría de flujo representativa de la expresión de las proteínas 
asociadas a troncalidad TCF1, LY108 y CD62L en linfocitos T CD8+ activados. D. 
Análisis estadístico del porcentaje de células TCF1hi (alta expresión), LY108+ y CD62L+ 
del total de linfocitos T CD8+ activados. Para CD69 n=5, para LY108 n=9, para CD25 y 
TCF1 n=11, tanto activación aguda como crónica, t-test pareado. Para CD69 n=5, para 
LY108 n=9, para CD25 y TCF1 n=11, tanto activación aguda como crónica, t-test 
pareado. Para CD44 n=3 activación aguda y n=5 activación crónica, para CD62L n=3 
activación aguda y n=6 activación crónica, t-test no pareado. Para el análisis estadístico 
de CD62L se aplicó corrección de Welch. ** p £ 0,01, *** p £ 0,001, **** p £ 0,0001 y ns= 
no significativo. 
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La activación crónica in vitro en los linfocitos T CD8+ indujo la expresión 

de moléculas asociadas al agotamiento. En línea con lo reportado en la literatura 

(Zhao et al., 2020), los linfocitos con estimulo crónico se enriquecieron en células 

que expresan TOX, PD-1, TIM3, CD39, LAG-3, TIGIT y 2B4, mientras que 

aquellos sometidos activación aguda carecen de estas moléculas (Fig. 3A y B). 
 

 
Figura 3. La activación crónica de linfocitos T CD8+ in vitro genera un aumento en 
la proporción de células que expresan moléculas asociadas al agotamiento.  
Linfocitos OT-I fueron activados por 5 días (activación crónica) o 2 días (activación 
aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15 y la expresión de moléculas 
asociadas a agotamiento se analizó a través de citometría de flujo. La estrategia de 
gating se muestra en la Fig. 1B. A. Citometría de flujo representativa de la expresión de 
TOX, PD-1, TIM3, CD39, LAG-3, TIGIT y 2B4 en linfocitos T CD8+ expuestos a los 
distintos tipos de activación. B. Análisis estadístico del porcentaje de células TOX+, PD-
1+, TIM3+, CD39+, LAG-3+, TIGIT+ y 2B4+ del total de linfocitos T CD8+ activados. Para 
2B4 las células se analizaron a partir de linfocitos totales CD3+. Para TOX n=11 y 2B4 
n=3 agudo y crónico, t-test pareado. Para PD-1 n=15 agudo y n=12 crónico, mientras 
que para TIM3 n=13 agudo y n=15 crónico, Mann-Whitney. Para LAG-3 n=5 agudo y n=6 
crónico, mientras que para TIGIT n=3 agudo y n=4 crónico, t-test no pareado. Para CD39 
n=10 agudo y crónico, Wilcoxon. * p £ 0,05, ** p £ 0,01 y **** p £ 0,0001. 
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Por otra parte, los linfocitos T CD8+ activados crónicamente o en forma 

aguda fueron reestimulados por 6h adicionales con el péptido OTI, para 

posteriormente analizar la expresión de IFNg y TNFa. La Fig. 4A muestra que los 

linfocitos T CD8+ activados en forma crónica presentan un déficit en la producción 

de TNFa comparados a los linfocitos activados en forma aguda. En cuanto a la 

producción de IFNg se observa que la totalidad de las células activadas en forma 

crónica o aguda producen esta citoquina, aunque la intensidad media de 

fluorescencia es menor en los linfocitos bajo estimulación crónica (Fig. 4A, B y 

D).  No se observaron cambios significativos en la expresión de IL-2 entre las 

células con los distintos tipos de activación, y la expresión de esta citoquina fue 

baja o nula en ambos casos luego del reestímulo (Fig. 4C y D). De esta manera, 

los linfocitos T CD8+ activados crónicamente in vitro muestran características 

funcionales y fenotípicas de células agotadas mientras que los linfocitos 

activados de forma aguda poseen un fenotipo y potencial efector similar al de las 

células T de memoria. 
 

 
Figura 4. La activación crónica de linfocitos T CD8+ in vitro disminuye su potencial 
efector.  
Linfocitos OT-I fueron activados por 5 días (activación crónica) o 2 días (activación 
aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15 luego de lo cual se reestimularon 
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con péptido OT-I (10 µg/mL) por 6h, en presencia del inhibidor del transporte de proteínas 
Brefeldina A para analizar la expresión intracelular de IFNg, TNFa e IL-2. Las mismas 
células sin reestímulo con el péptido OT-I fueron utilizadas como control negativo 
(indicado como No activado). Como control negativo adicional se marcaron células 
activadas de forma crónica reestimuladas sin hacer el marcaje intracelular que incluye 
las citoquinas (Control-). A. Citometría de flujo representativa de la expresión de IFNg y 
TNFa luego de reactivar las células con el antígeno y sus respectivos controles. B. 
Análisis estadístico de los porcentajes de células IFNg+, TNFa+ o dobles positivas del 
total de linfocitos T CD8+. C. Histograma representativo de la expresión de IL-2 en los 
linfocitos T CD8+. D. Análisis estadístico de la expresión de las distintas proteínas 
estudiadas a nivel de gMFI normalizado respecto a la expresión de la determinada 
proteína en linfocitos estimulados de forma aguda. Para ambos estímulos n=4. En B se 
usó t-test pareado. En D se usó un t-test de una muestra comparando contra un valor 
teórico 1 que representa el valor que resulta de normalizar el gMFI de las citoquinas en 
las muestras activadas de forma aguda con respecto a las mismas muestras. * p £ 0,05 
y ** p £ 0,01 y ns= no significativo. 
 

Según lo descrito por Zhao (Zhao et al., 2020), es posible identificar a las 

poblaciones Tpex y Tex en los cultivos por la expresión diferencial de TCF1 y 

TOX. En nuestras manos los resultados fueron variables y poco concluyentes con 

estos dos marcadores. De esta manera, revisamos la expresión de otros 

marcadores (Tabla 4) que caracterizan a estas poblaciones. Así, posterior a la 

estimulación crónica de los linfocitos T CD8+ se identificaron 2 poblaciones con 

distinto fenotipo gracias a la expresión diferencial de los receptores inhibitorios 

PD-1 y TIM3, que no están presentes luego de la estimulación aguda (Fig. 5A). 

Estás poblaciones incluyen una más abundante, con expresión intermedia de PD-

1 y que carece de TIM3 (PD-1int TIM3-, similar a Tpex) y otra población en menor 

proporción, con alta expresión de PD-1 y que sí expresa TIM3 (PD-1+ TIM3+, 

similar a Tex) (Fig. 5A). Tanto las subpoblaciones Tpex como Tex están 

enriquecidas en células que expresan las moléculas asociadas a activación 

CD69, CD25 y CD44 (Fig. 5B y D), pero los linfocitos Tex están más enriquecidos 

en células CD25+ (Fig. 5B) y tienen niveles de expresión mayores de esta 

molécula que las células Tpex (Fig. 5D). Por otro lado, los linfocitos Tpex están 

más enriquecidos en células que tienen un fenotipo troncal con una alta expresión 

de TCF1 y un porcentaje mayor de células LY108+ que las células Tex (Fig. 5C y 

D). Así, los resultados sugieren que, entre las subpoblaciones de células 
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agotadas generadas in vitro, los linfocitos Tpex poseen un estado de 

diferenciación menor o más troncal respecto a los linfocitos Tex.  

 
Figura 5. La expresión de PD-1 y TIM3 distingue células con distinto grado de 
activación y troncalidad, similares a Tpex y Tex. 
Linfocitos OT-I fueron activados por 5 días (activación crónica) o 2 días (activación 
aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15 y se analizó la presencia de 
subpoblaciones Tpex o Tex en base a la expresión de PD-1 y TIM3. La expresión de 
moléculas asociadas a activación y troncalidad se analizó en Tpex y Tex a través de 
citometría de flujo A. Citometría de flujo representativa mostrando la estrategia de gating 
para el estudio de linfocitos Tpex y Tex dentro de los linfocitos OT-I agotados 
crónicamente. B. Análisis estadístico del porcentaje de células CD69+, CD25+ y CD44+ 
en las poblaciones Tpex y Tex generados por estimulación crónica in vitro. C. Porcentaje 
de células TCF1hi, LY108+ y CD62L+ en las poblaciones PD-1int TIM3- (Tpex) y PD-1+ 
TIM3+ (Tex) generadas in vitro. D. Veces de cambio de la expresión a nivel de gMFI de 
TCF1, CD69, CD25 y CD44 de Tex respecto a Tpex. Para Ly108 n=9, mientras que para 
TCF1 y CD25 n=11 para Tpex y Tex, Wilcoxon. Para CD44 n=4, CD69 n=5 y CD62L n=6 
para Tpex y Tex, t-test pareado. En D, para TCF1 n=10, CD69 y CD44 n=4 y CD25 n=11. 
En D se usó un t-test de una muestra comparando contra un valor teórico 1 que 
representa el valor que resulta de normalizar el gMFI de las proteínas expresadas en 
Tpex contra su mismo valor. * p £ 0,05, ** p £ 0,01, *** p £ 0,001 y ns= no significativo. 
 

Al estudiar la expresión de moléculas asociadas al agotamiento en linfocitos 

T CD8+ activados crónicamente in vitro, se observó que los linfocitos Tex estaban 

enriquecidos en células CD39+, TIGIT+ y 2B4+ (Fig. 6A), y tienen niveles 

ligeramente más bajos de TOX (Fig. 6B) que la población Tpex. Además, las 

diferencias de expresión en PD-1 fueron significativas entre ambas poblaciones 
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(Fig. 6B), siendo mayor en los linfocitos Tex respecto a los linfocitos Tpex. Por 

otro lado, frente a una reestimulación con el péptido OT-I, las frecuencias de 

células productoras de IFNg, así como de TNFa y de ambas simultáneamente 

fueron más altas dentro de la población Tex en relación con los linfocitos Tpex 

(Fig. 6C). Por otra parte, en el laboratorio se evaluó la capacidad de generar 

células más diferenciadas a partir de Tex y Tpex, las cuales fueron seleccionadas 

mediante cell sorting en base al marcaje diferencial que se produce entre PD-1 y 

TIM3. Las poblaciones seleccionadas se volvieron a cultivar por 3 días, 

observando que solo la población Tpex puede originar células Tex y no al revés 

(datos no mostrados). Así las características fenotípicas y funcionales 

observadas en las poblaciones PD-1int TIM3- y PD-1+ TIM3+ nos permiten 

referirnos a ellas como células Tpex y Tex respectivamente.  
 

 

 
Figura 6. La expresión de PD-1 y TIM3 distingue células con distinto grado de 
agotamiento y potencial efector, similares a Tpex y Tex.  
Linfocitos OT-I fueron activados por 5 días (activación crónica) o 2 días (activación 
aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15. La expresión de moléculas 
asociadas a agotamiento y función efectora se analizó en Tpex y Tex a través de 
citometría de flujo. Para medir la función efectora se reactivaron las células por 6 horas 
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con el péptido OT-I (µg/mL) y Brefeldina A. A. Porcentaje de células TOX+, CD39+, LAG-
3+, TIGIT+ y 2B4+ del total de linfocitos Tpex y Tex. B. Veces de cambio de la expresión 
a nivel de gMFI de TOX, PD-1, LAG-3 y TIGIT de Tex respecto a Tpex. C. Producción de 
las citoquinas efectoras IFNg y TNFa en Tpex y Tex generados in vitro. Se muestra el 
porcentaje de células IFNg+ (izquierda), TNFa+ (centro) o que expresan ambas 
citoquinas (derecha) del total de linfocitos Tpex y Tex. En A, para TOX y CD39 n=10, 
mientras que para LAG-3, TIGIT y 2B4 n=3 para Tpex y Tex, t-test pareado. En b para 
TOX n=11, PD-1 n=15 y LAG-3 y TIGIT n=3. En B se usó un t-test de una muestra 
comparando contra un valor teórico 1 que representa el valor que resulta de normalizar 
el gMFI de las proteínas expresadas en Tpex contra su mismo valor. En C, tanto para 
IFNg+ como TNFa+ y doble positivo n=4, t-test pareado. * p £ 0,05, ** p £ 0,01, *** p £ 
0,001, **** p £ 0,001 y ns= no significativo. 
 

Con el objetivo de mejorar la obtención de células Tpex y Tex ensayamos 

cambiar las células con que iniciamos el cultivo de agotamiento. Como se 

muestra en la Fig. 7A, los linfocitos T CD8+ provenientes de un bazo de ratón 

OT-I están compuestos en su mayoría de linfocitos T CD8+ vírgenes 

(CD62L+CD44-) pero también incluyen un porcentaje menor de linfocitos T CD8+ 

de memoria central (Tcm) y de memoria efectora (Tem). Con el objetivo de 

conocer cómo influye la presencia de linfocitos de memoria en la generación de 

Tpex y Tex in vitro realizamos el cultivo de activación crónica a partir de linfocitos 

OT-I vírgenes purificados de bazo en base a la expresión de CD44 y CD62L 

(CD44bajo CD62L+) tal como se muestra en la Fig. 7B. También incluimos en 

este experimento el análisis de Tpex y Tex de cultivos de 5 y 7 días de 

estimulación crónica para determinar si una activación más prolongada promueve 

la generación de células agotadas más diferenciadas (ver protocolo experimental 

en Fig. 7B). Interesantemente, la activación crónica de linfocitos T CD8+ vírgenes 

por 5 días produjo cultivos con alta viabilidad, comparables al control con 

activación aguda (Fig. 7C), y un alto número de células en valores absolutos en 

relación con el estímulo agudo (Fig. 7D). Por otro lado, la activación por 7 días 

resultó en cultivos con baja sobrevida (Fig. 7C) comparado a la estimulación 

aguda, similares a los observados en cultivos con linfocitos OT-I totales, así como 

números bajos de células vivas (Fig. 7D). Como resultado de la activación de 

linfocitos T vírgenes por 5 días y, a diferencia de lo observado con el cultivo de 
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linfocitos OT-I totales, se generó casi exclusivamente la población de linfocitos 

Tpex, con un porcentaje promedio de 98,9% (Fig.7E). Estas células expresaron 

TCF1, TOX y LAG-3, todos marcadores de linfocitos Tpex (Fig. 7F). La población 

de linfocitos Tex se hizo más detectable en los cultivos con 7 días de activación, 

no obstante, no se encontraron diferencias significativas en las frecuencias entre 

5 y 7 días de estímulo (Fig. 7G). Sin embargo, los linfocitos OT-I vírgenes 

activados por 7 días presentaron una mejor capacidad para producir citoquinas 

efectoras frente a un reestímulo con el péptido OT-I ya que encontramos una 

mayor frecuencia de células productoras de IFNg, TNFa y de ambas 

simultáneamente, que su contraparte activada por 5 días y aquellas activadas de 

forma aguda (Fig. 7H). La baja capacidad de producción de citoquinas efectoras 

en los linfocitos OT-I activados por 5 días recuerda al fenotipo de linfocitos Tpex, 

que carecen de dicha capacidad, mientras que la capacidad mejorada de producir 

citoquinas efectoras observada en linfocitos OT-I activados por 7 días recuerda a 

linfocitos T con un agotamiento intermedio (Tint), los cuales además pueden o no 

expresar TIM3 (Gebhardt et al., 2023) (Tabla 4). Estos resultados sugieren que la 

presencia de linfocitos T de memoria al inicio del cultivo influye en la generación 

de Tex.  

En conjunto, los resultados indican que mientras la activación crónica in vitro 

de linfocitos T CD8+ permite generar tanto linfocitos Tpex como Tex, mientras 

que el uso de linfocitos T CD8+ vírgenes permite obtener principalmente Tpex y 

analizar su posterior diferenciación. 
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Figura 7. La activación crónica de linfocitos vírgenes in vitro genera Tpex que 
originan células más diferenciadas al aumentar el tiempo de activación.  
Linfocitos OT-I vírgenes fueron activados por 5 o 7 días (activación crónica) o 2 días 
(activación aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15 y su fenotipo y 
potencial efector fueron evaluados a través de citometría de flujo. A. Citometría de flujo 
representativa de poblaciones de linfocitos T CD8+ vírgenes, TEM y TCM antes y 
después (INPUT) de la purificación inmunomagnética de linfocitos vírgenes. La figura 
corresponde a un concatenado de 3 muestras. B. Esquema experimental. C. Análisis 
estadístico del porcentaje de linfocitos vivos al final de los distintos protocolos de 
activación in vitro. D. Comparación de los números absolutos de linfocitos vivos al final 
de los diferentes cultivos con un input de 5x105 células, entre activación aguda y crónica 
por 5 días (izquierda), aguda y crónica por 7 días (al medio) y crónica por 5 y 7 días 
(derecha). E. Citometría de flujo representativa del análisis de poblaciones Tpex y Tex 
generadas con los distintos tipos de estímulos. La figura corresponde a un concatenado 
de 3 muestras.  F. Análisis del porcentaje de células TCF1+, TOX+ y LAG-3+ del total de 
linfocitos T CD8+ luego de 5 días de cultivo de agotamiento. G. Porcentaje de células 
Tex obtenidas luego de 5 y 7 días de activación con péptido. H. Capacidad de producción 
de las citoquinas efectoras IFNg y TNFa de los linfocitos T CD8+ luego de un reestímulo 
con péptido OT-I durante 6 h en presencia de Brefeldin A. Se muestra el porcentaje de 
células IFNg+ (izquierda), TNFa+ (centro) o que expresan ambas (derecha) del total de 
linfocitos T CD8+. Para todos los estímulos antigénicos n=3. Para C y H, ANOVA de una 
vía de medidas repetidas con corrección de Bonferroni. Para D y G t-test pareado. * p £ 
0,05, ** p £ 0,01, *** p £ 0,001 y ns= no significativo. 
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Objetivo 1.2. Estudiar el papel de CD73 en la generación y fenotipo de 
las poblaciones de linfocitos T CD8+ agotados (Tex) y precursoras 
agotadas (Tpex) in vitro. 
Posterior a la estimulación aguda y crónica de los linfocitos OT-I totales 

evaluamos la expresión de CD73 a través de citometría de flujo. Alrededor del 

40% de los linfocitos T CD8+ OT-I expresan CD73 constitutivamente. Luego del 

cultivo en condiciones de estimulación aguda o crónica, el porcentaje de linfocitos 

OT-I que expresa CD73 disminuyó significativamente solo con la estimulación 

crónica respecto al porcentaje de expresión basal, y además el porcentaje de 

linfocitos OT-I CD73+ fue menor que el observado para el estímulo agudo (Fig. 

8A y 8B). Habiendo definido los linfocitos Tpex como PD-1+TIM3- y los linfocitos 

Tex como PD-1+TIM3+ (ver Fig. 5), cuando analizamos la expresión de CD73 en 

los linfocitos Tpex y Tex obtenidos de la estimulación crónica, los linfocitos Tex 

presentan una disminución significativa de CD73 comparado a los Tpex (Fig. 8C 

y 8D). Interesantemente, una mayor frecuencia de expresión de CD73 en los 

linfocitos OT-I totales correlacionó de forma negativa con la frecuencia de 

linfocitos Tex en el cultivo (Fig. 8E). De esta manera la expresión de CD73 se 

vincula más con los linfocitos Tpex que con los Tex. 
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Figura 8. Los linfocitos Tpex producidos mediante un cultivo de agotamiento in 
vitro tienen mayor expresión de CD73 que los linfocitos Tex.  
Linfocitos OT-I fueron activados por 5 días (activación crónica) o 2 días (activación 
aguda) con el péptido OT-I, en presencia de IL-7 e IL-15 y la expresión de CD73 en 
linfocitos T CD8+ fue evaluada a través de citometría de flujo. A. Citometría 
representativa de la expresión de CD73 en la población de linfocitos T CD8+ previo al 
cultivo y frente a estimulación aguda y crónica. B. Análisis estadístico del porcentaje de 
linfocitos T CD8+ CD73+ basal y frente a estimulación aguda y crónica, o entre ambos 
tipos de estimulación. C. Citometría de flujo representativa de la expresión de CD73 en 
linfocitos Tpex y Tex (definidos en base a la expresión de PD-1 y TIM3) generados por 
estimulación crónica in vitro. D. Análisis estadístico de la expresión de CD73 en células 
Tpex y Tex. E. Correlación entre el porcentaje de células CD73+ del total de linfocitos T 
CD8+ y la frecuencia de Tex al final del cultivo. Para análisis de células antes del cultivo 
n=6. Para análisis de estimulación aguda, crónica, Tpex, Tex y análisis de correlación 
n=13. En B para comparaciones con células antes del cultivo se usó t-test no pareado 
con corrección de Welch y para comparar entre agudo y crónico se usó t test pareado. 
Para D se usó Wilcoxon. En E se muestra una regresión linear simple con análisis de 
correlación de dos colas. * p £ 0,05 y ns= no significativo. 
 

Para estudiar la cinética de expresión de CD73 durante la generación de 

Tpex utilizamos el modelo de agotamiento in vitro con linfocitos OT-I vírgenes, ya 

que demostramos que en estas condiciones se producen casi únicamente 

linfocitos Tpex y que la prolongación del cultivo hasta 7 días produce un pequeño 

porcentaje de Tex.  La expresión de CD73, se evaluó por citometría de flujo al día 

0, 1, 2, 5 y 7 del protocolo de activación crónica con el péptido OT-I. En la Fig. 9A 

y 9B observamos que una fracción de los linfocitos OT-I vírgenes al inicio del 

protocolo de agotamiento expresan CD73 y que esta proporción aumenta con los 
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días de cultivo, llegando a una expresión de CD73 en casi en la totalidad de las 

células al día 5 del cultivo. Esto está de acuerdo con datos de la literatura para 

modelos de infección crónica, donde se ha descrito a CD73 como un marcador 

de linfocitos Tpex (Gebhardt et al., 2023; J. Lee et al., 2023). Por otro lado, a los 

7 días de activación crónica, cuando aumenta la proporción de células con 

capacidad efectora (Ver fig. 7H) se observa una disminución en la expresión de 

CD73 respecto al día 5 (Fig. 9C). De esta forma, los resultados sugieren que la 

expresión de CD73 aumenta durante la generación de linfocitos Tpex solo cuando 

el cultivo se produce a partir de linfocitos OT-I vírgenes. En la Fig. 8B observamos 

que cuando se realiza el protocolo de agotamiento con linfocitos OT-I totales, al 

cabo de 5 días el porcentaje de células que expresa CD73 es cercano al 30%. 

 

 
Figura 9. La expresión de CD73 aumenta durante la estimulación crónica in vitro 
de linfocitos T CD8+ vírgenes.  
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Linfocitos OT-I vírgenes fueron activados en forma crónica por 7 días en presencia de 
IL-7 e IL-15 y la expresión de CD73 en linfocitos T CD8+ fue evaluada a través de 
citometría de flujo. A. Citometría de flujo representativa de la expresión de CD73 en los 
linfocitos T CD8+ a distintos tiempos de la estimulación crónica in vitro. Las figuras 
corresponden a un concatenado de 3 muestras. B. Análisis del porcentaje de células 
CD73+ del total de linfocitos T CD8+ en los distintos tiempos de estimulación 
observados. C. Análisis estadístico de la expresión de CD73 en los linfocitos T CD8+ a 
nivel de gMFI normalizado entre los días 5 y 7 de estimulación. La normalización se 
realizó dividiendo el valor de gMFI de CD73 de cada muestra por un valor promedio de 
gMFI de CD73 en linfocitos OT-I que carecen de expresión de CD73 (CD73 KO) bajo los 
mismos periodos de estímulos. Para todos los análisis n=3. En B se usó un ANOVA de 
una vía ordinario con corrección de Bonferroni. En C se realizó un t-test pareado. ** p £ 
0,01 y **** p £ 0,0001. 

 
Habiendo determinado que CD73 se expresa durante el protocolo de 

agotamiento en los linfocitos T CD8+ in vitro, lo siguiente fue evaluar si su función 

como enzima productora de adenosina influye en el proceso de agotamiento. 

Para esto se realizó la activación crónica de linfocitos T CD8+ totales en 

presencia de 50 µM de APCP, un inhibidor competitivo de la actividad enzimática 

de CD73 y se analizó el fenotipo de los linfocitos a través de citometría de flujo 

(Fig. 10). Como resultado, el uso de APCP no cambió significativamente la 

frecuencia de Tpex ni de Tex en el cultivo respecto al control con el vehículo (Fig. 

10A y B). El inhibidor tampoco cambió la frecuencia de expresión de CD73 en las 

células T CD8+ agotadas (Fig. 10C y D), ni la expresión de moléculas asociadas 

a troncalidad y agotamiento (datos no mostrados). No obstante, se observó un 

cambio leve en la expresión de la molécula de superficie asociada a activación 

CD25, siendo ligeramente mayor su expresión en linfocitos T CD8+ agotados 

expuestos a APCP respecto al vehículo (Fig. 10E). De esta manera, los datos 

sugieren que la capacidad productora de adenosina de CD73 en los linfocitos T 
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CD8+ no afecta la adquisición de fenotipos Tpex ni de Tex en los linfocitos T CD8+ 

agotados in vitro.  

 

 
Figura 10. El agotamiento de los linfocitos T CD8+ in vitro es independiente de la 
capacidad productora de adenosina de CD73.  
Linfocitos OT-I fueron activados en forma crónica por 5 días en presencia de IL-7 e IL-
15 y de agua o del inhibidor enzimático de CD73 APCP (50µM). A. Citometría de flujo 
representativa del análisis de Tpex y Tex dentro de la población de linfocitos T CD8+ en 
los cultivos con agua y APCP, y B. Análisis estadístico de los datos en A. C. Citometría 
de flujo representativa del análisis de expresión de CD73 en los linfocitos T CD8+ en los 
cultivos con agua y APCP, y D. Análisis estadístico asociado con C. E. Histograma 
representativo de la expresión de CD25 en los linfocitos T CD8+ activados crónicamente 
en presencia de agua y APCP (izquierda) y estadística asociada (derecha). En E, el 
histograma se realizó con un concatenado de 3 muestras para cada condición. Para 
análisis de Tpex, Tex y CD73 n=5 en todas las condiciones. Para el análisis de gMFI de 
CD25, n=3. En E, el control negativo corresponde a un control de autofluorescencia de 
linfocitos OT-I activados crónicamente. En E, la línea punteada es solo una ayuda visual 
para ver la diferencia entre los picos de cada histograma. Análisis de Tpex con Wilcoxon 
y de Tex, CD73 y CD25 con t test pareado. * p £ 0,05 y ns= no significativo. 
 

Otra forma de medir la contribución de CD73 en el agotamiento de 

linfocitos T CD8+ es a través de un knock out (KO) para CD73. Así, se estimularon 

de forma crónica linfocitos OT-I totales provenientes de un ratón silvestre (OT-I, 

WT, de wild type) o de un ratón OT-I CD73 KO. El análisis por citometría de flujo 

de los linfocitos OT-I previo al cultivo mostró que los ratones OT-I CD73 KO 

poseían tanto linfocitos T vírgenes como de memoria, sin encontrarse diferencias 
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significativas en la frecuencia de estas poblaciones entre linfocitos OT-I WT y 

CD73 KO (Fig. 11A y B). Además, previo al cultivo los OT-I CD73 KO carecían de 

moléculas asociadas al agotamiento y el marcador de activación CD25, mientras 

que expresaban moléculas asociados a troncalidad, similar a las células OT-I WT 

(datos no mostrados). Sin embargo, los linfocitos OT-I CD73 KO presentaron 

frecuencias más bajas de células CD44+ (un indicador de células de memoria) 

que su contraparte WT (20,68% versus 29,37% respectivamente) (Fig. 11C). La 

activación crónica de los linfocitos OT-I CD73 KO resultó en cultivos con una 

cantidad de células por input similar al de su contraparte OT-I WT (Fig. 11D). No 

se observaron diferencias en porcentaje de Tpex entre células OT-I WT y OT-I 

CD73 KO (Fig. 11E y F). Tampoco se observaron diferencias significativas en la 

frecuencia de células que expresan las moléculas asociadas a troncalidad TCF1 

y LY108, así como moléculas asociadas a la activación como CD25 o CD44 

(datos no mostrados). Sin embargo, fue posible observar una menor frecuencia 

de Tex en los cultivos con linfocitos OT-I CD73 KO respecto a los OT-I WT 

después de la estimulación crónica (Fig. 11E y F) lo que se confirma por un menor 

porcentaje de células TIM3+ en los linfocitos OT-I CD73 KO, (Fig. 11G). Así, los 

resultados sugieren que la expresión de CD73 es relevante para la formación de 

Tex o de linfocitos más diferenciados durante la activación crónica de los linfocitos 

T CD8+ in vitro.  
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Figura 11. CD73 promueve la diferenciación de Tex in vitro. 
Linfocitos OT-I WT u OT-I CD73 KO totales fueron activados in vitro en forma crónica 
por 5 días en presencia de IL-7 e IL-15. A. Citometría de flujo representativa de 
poblaciones de linfocitos T CD8+ vírgenes, Tem y Tcm dentro del total de linfocitos T 
CD8+ WT y CD73 KO. B. Análisis del porcentaje de linfocitos OT-I con fenotipo virgen, 
Tcm, Tem o desconocido del total de linfocitos T CD8+ WT y CD73 KO antes del cultivo 
de agotamiento. C. Análisis del porcentaje de células CD44+ del total de linfocitos OT-I 
WT y CD73 KO antes del cultivo de agotamiento. D. Número de linfocitos vivos OT-I WT 
o CD73 KO por INPUT de 5x105 células al final del cultivo de agotamiento (izquierda) y 
veces de cambio del número de células al final del cultivo versus el número inicial de 
células (derecha). E. Citometría de flujo representativa del análisis de Tpex y Tex del 
total de linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO. F. Análisis del porcentaje de Tpex y Tex del 
total de linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO. G. Análisis del porcentaje de células TIM3+ 
del total de linfocitos OT-I WT y CD73 KO. Para B, WT n=9, CD73 KO n=8, t-test no 
pareado con corrección de Welch para el análisis de células vírgenes y para el resto 
Mann-Whitney. En C WT n=6 y CD73 KO n=5. t-test no pareado. En D, WT n=11 y CD73 
KO n=9, análisis con Mann-Whitney. En F y G, WT n=15 y CD73 KO n=9, tanto para 
Tpex como Tex y TIM3, t-test con corrección de Welch. * p £ 0,05, ** p £ 0,01 y ns = no 
significativo.  
 
 



 
 

48 
 
 

Para profundizar en las diferencias que pueden existir entre los linfocitos 

OT-I WT y OT-I CD73 KO agotados, se realizó un RNAseq con muestras de ARN 

obtenidas de linfocitos OT-I WT y CD73 KO totales agotados in vitro (3 muestras 

independientes para cada tipo de linfocito) y sorteadas para descartar células 

muertas (Fig. 12). La integridad del ARN se verificó mediante un gel de 

electroforesis y las muestras de ARN se enviaron a secuenciar a la Unidad de 

Genómica y Bioinformática de la Universidad de Santiago de Chile. En 

colaboración con Dr. Villaman y el Dr. Martin de Fundación Ciencia & Vida, se 

realizó el análisis bioinformático de las muestras. Tanto las muestras de linfocitos 

OT-I WT como CD73 KO estaban enriquecidas en linfocitos Tpex luego del 

cultivo, y solo se observó una tendencia hacia una mayor frecuencia de linfocitos 

Tex en las muestras WT respecto a las CD73 KO, ya que las diferencias no fueron 

significativas (Fig. 12A). Un análisis de valores atípicos indicó además que una 

muestra de ARN control se comportaba como un valor atípico. No obstante, el 

análisis de PCA de tres dimensiones de las muestras de ARN mostró que los 

linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO agotados son diferentes transcripcionalmente 

entre sí, agrupándose en regiones separadas del gráfico (Fig. 12B), por lo que se 

decidió continuar con el análisis. A partir del análisis de expresión diferencial de 

genes utilizando 2 métodos de normalización distintos (EdgeR y DESeq2) se 

generó un gráfico representativo de los genes expresados diferencialmente entre 

células T CD8+ agotadas WT y CD73 KO (Fig. 12C). De esta manera se 

encontraron diferencias en 25 genes, donde 20 de estos se encontraron 

regulados positivamente en las células OT-I CD73 KO agotadas y los 5 restantes 

regulados negativamente respecto a las células OT-I WT agotadas. Con los 

genes detectados se realizó un análisis de vías funcionales, para entender cómo 

podrían afectar a las células las diferencias de expresión en los genes 

mencionados (Fig. 12D). En este análisis se graficaron vías funcionales 

asociadas a los genes diferencialmente expresados indicando su fuerza de 

enriquecimiento y el valor de significancia de este enriquecimiento (FDR). La lista 

de genes que se relaciona con las distintas funciones detectadas se muestra en 



 
 

49 
 
 

la Tabla 5. A mayor fuerza de enriquecimiento para una función, más proteínas 

del set de datos usados tienen dicha función (asumiendo que mayor cantidad de 

transcrito equivale a mayor cantidad de proteína, aunque no siempre es así). Así, 

una alta fuerza de enriquecimiento puede indicar que varios de los genes de la 

lista de genes expresados diferencialmente se relacionan con una función o que 

uno o pocos genes de dicha lista se relacionan con una función, pero tienen una 

expresión alta o muy relevante. Así, se determinó que el mayor enriquecimiento 

funcional se encontró para la respuesta a interferones de tipo I y, por otro lado, 

que la mayoría de las funciones detectadas se relacionaban con la activación de 

la respuesta inmune por distintos estímulos y la defensa a patógenos (Fig. 12D). 

Además, algunas de las observaciones presentadas para los linfocitos CD73 KO 

en la literatura y que, por ende, se esperarían encontrar en el análisis de RNAseq 

no se encontraron. Entre los cambios esperados y que no se observaron se 

encuentran los genes relacionados al metabolismo de la glucosa como los 

asociados a la hexoquinasa II o GLUT-1, genes asociados a la sobrevida como 

el gen de la proteína Bcl-2 o genes asociados al agotamiento como los genes de 

las proteínas PD-1, LAG-3 o CD39, que en estudios previos de nuestro 

laboratorio se vieron diferencialmente expresados entre WT y CD73 KO (Briceño 

et al., 2021). Esto se puede deber a las condiciones del medio en el que se 

cultivaron los linfocitos T CD8+ que son distintas a las de los estudios en la 

literatura y también la presencia del valor atípico en el análisis podría estar 

acotando el número de genes diferencialmente expresado real. Tampoco se 

encontraron diferencias en la expresión de CD73. Esto se puede deber a que, 

según las especificaciones de la cepa usada, los ratones CD73 KO, pese a no 

tener una proteína funcional detectable, aún expresan un transcrito del gen de 

CD73 más corto en un 10% del nivel de expresión en WT, lo que podría estar 

siendo detectado en el RNAseq. Así, en resumen, el análisis transcriptómico 

sugiere una función efectora y respuesta a interferones de tipo I mejorada en los 

linfocitos OT-I CD73 KO con respecto a las células OT-I WT, lo que podría indicar 
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un estado de menor agotamiento en las células OT-I CD73 KO respecto a las 

células OT-I WT.  

 

 
Figura 12. CD73 limita el potencial efector de los linfocitos T CD8+ durante el 
agotamiento in vitro. 
Análisis a través de RNAseq de muestras de ARN provenientes de linfocitos vivos OT-I 
WT y OT-I CD73 KO totales agotados in vitro. A. Porcentaje de células Tpex y Tex 
generadas a partir de los linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO. B. Análisis de PCA 
tridimensional de las muestras de ARN analizadas. C. Análisis de los genes expresados 
diferencialmente entre linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO agotados in vitro. D. Análisis 
de vías funcionales asociada a los genes expresados diferencialmente entre linfocitos 
OT-I WT y OT-I CD73 KO. En A, n= 3 para WT y CD73 KO, t-test no pareado y ns= no 
significativo. 
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Tabla 5. Lista de genes asociados a los términos de ontología génica (Gene 
ontology, GO) con enriquecimiento funcional. 

 

 

Debido a que los linfocitos OT-I CD73 KO presentaron frecuencias más 

bajas de células CD44+ (un indicador de células de memoria) que su contraparte 

WT (Fig. 11C), y que los resultados de este trabajo sugieren que las poblaciones 

de memoria iniciales influyen en la generación de células Tex (ver Fig. 7), las 

diferencias en agotamiento entre células OT-I WT y OT-I CD73 KO agotadas in 

vitro observadas podrían estar influenciadas por la composición inicial de las 

células utilizadas en los cultivos. Para analizar esta posibilidad se realizó el 

agotamiento in vitro de linfocitos T CD8+ vírgenes WT y CD73 KO y 

posteriormente se analizó el fenotipo de los linfocitos T CD8+ a través de 

citometría de flujo. Considerando la baja frecuencia de linfocitos Tex que se 

forman con este método se revisó además la capacidad de producir citoquinas 

que adquieren los linfocitos al día 7 del cultivo como indicador de avance de la 

GenesTérminos GO
Iigp1, Ifi209, Tgtp1, Ifi208, Gm12185, Ifi213, Ifi206.Respuesta celular a interferón beta.
Oasl2, Iigp1, Ifi209, Gbp10, Tgtp1, Ifi208, Gm12185, Ifi213, Oasl1, Ifi206.Respuesta celular a estimulo de citoquina.

Ifi209, Ifi208, Ifi213, Oasl1, Ifi206, Emilin2.Regulación positiva de respuesta a
estimulo biótico.

Oasl2, Tagap, Ifi27l2a, Tgtp1, Oasl1, Tlr7, Ifi206.Respuesta a virus.
Oasl2, Iigp1, Ifi209, Gbp10, Tgtp1, Ifi208, Gm12185, Ifi213, Dusp3, Oasl1,
Zbtb20, Ifi206.Respuesta celular a sustancia orgánica.
Oasl2, Iigp1, Slfn1, Ifi209, Gbp10, Tgtp1, Ifi208, Rnf213, Ifi213, Oasl1, Tlr7,
Ifi206.Proceso sistema inmune.

Oasl2, Iigp1, Tagap, Gbp10, Tgtp1, Rnf213, Oasl1, Tlr7, Ifi206.Respuesta de defensa a otro organismo.
Ifi209, Ifi208, Ifi213, Ifi206.Activación de respuesta inmune innata.
Oasl2, Iigp1, Tagap, Gbp10, Tgtp1, Rnf213, Gm12185, Oasl1, Tlr7, Ifi206.Respuesta de defensa.
Oasl2, Iigp1, Tagap, Ifi27l2a, Gbp10, Tgtp1, Rnf213, Oasl1, Tlr7, Ifi206.Respuesta a otro organismo.
Oasl2, Iigp1, Ifi209, Gbp10, Tgtp1, Ifi208, Gm12185, Ifi213, Dusp3, Oasl1,
Zbtb20, Ifi206, Bckdhb.Respuesta a sustancia orgánica.

Ifi209, Ifi208, Ifi213, Oasl1, Ifi206, Emilin2.Regulación positiva de respuesta a
estimulo externo.

Oasl2, Tagap, Oasl1, Tlr7, Ifi206.Respuesta de defensa a virus.
Oasl2, Iigp1, Tagap, Ifi27l2a, Gbp10, Tgtp1, Rnf213, Oasl1, Tlr7, Ifi206,
Bckdhb.Respuesta a estimulo externo.

Ifi209, Ifi208, Ifi213, Ifi206, Emilin2.Regulación positiva de respuesta de
defensa

Ifi209, Ifi208, Ifi213, Dusp3, Oasl1, Tlr7, Ifi206.Regulación de respuesta inmune.
Oasl2, Oasl1.Señalización mediada por interleuquina-27.

Oasl2, Oasl1, Ifi206.Regulación negativa de replicación de
genoma viral.

Ifi209, Ifi208, Ifi213, Dusp3, Oasl1, Ifi206, Emilin2.Regulación de respuesta a estimulo
externo.

Slfn1, Ifi209, Ifi208, Ifi213, Dusp3, Oasl1, Tlr7, Ifi206.Regulación de proceso de sistema inmune.
Oasl2, Iigp1, Gbp10, Tgtp1, Oasl1, Tlr7.Respuesta inmune innata.
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diferenciación. Así, como producto del cultivo, tanto linfocitos OT-I WT como OT-

I CD73 KO originaron principalmente linfocitos Tpex y no se encontraron 

diferencias en el porcentaje de Tex con 5 o 7 días de activación crónica (Fig. 13A 

y B). Tampoco se encontraron diferencias en la expresión de otras moléculas 

asociadas al agotamiento o troncalidad (datos no mostrados). Así mismo, la 

capacidad de producir citoquinas efectoras no varió significativamente entre 

células OT-I WT y OT-I CD73 KO con 5 días de activación con el péptido OT-I 

(Fig. 13C y D). No obstante, luego de 7 días de activación, los linfocitos T OT-I 

CD73 KO demostraron una menor capacidad para producir las moléculas 

efectoras IFNg y TNFa (Fig. 13E y F). Considerando que no hubo aumento de 

otros marcadores de agotamiento en linfocitos OT-I CD73 KO al día 7 del estímulo 

crónico ni aumento de frecuencia de linfocitos Tex en relación a las células WT, 

los resultados sugieren que CD73 promueve la diferenciación de los linfocitos 

Tpex hacia células agotadas con la capacidad para producir citoquinas efectoras.  
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Figura 13. CD73 promueve la formación de linfocitos T CD8+ agotados productores 
de citoquinas efectoras. 
Linfocitos OT-I vírgenes WT y CD73 KO fueron activados in vitro con péptido OT-I por 5 
o 7 días para inducir agotamiento. El fenotipo y potencial efector fueron evaluados a 
través de citometría de flujo. A y B Citometría de flujo representativa (izquierda) del 
análisis de poblaciones Tex y Tpex de células OT-I WT y OT-I CD73 KO agotadas in 
vitro por 5 (A) y 7 (B) días. El porcentaje de Tex del total de linfocitos OT-I con cada 
periodo de agotamiento se muestra a la derecha (A y B). Las citometrías corresponden 
a un concatenado de 3 muestras. C-F. Los linfocitos T CD8+ WT y CD73 KO agotados 
in vitro por 5 o 7 días fueron reestimulados con péptido en presencia de Brefeldin A para 
medir el potencial efector a través de citometría de flujo. C-F. Reestimulación con péptido 
OT-I en presencia de Brefeldina A de los linfocitos T CD8+ WT y CD73 KO agotados in 
vitro por 5 días (C y D) y por 7 días (E y F). No activado es en ausencia de reestímulo 
mientas que activado es en presencia de un reestímulo. C y E. Son citometrías de flujo 
representativas mostrando la expresión de IFNg y TNFa en los linfocitos OT-I WT y CD73 
KO agotados por 5 (C) o 7 (E) días luego de un reestímulo D y F. Análisis del porcentaje 
de células IFNg+ (izquierda), TNFa (centro) o que expresan ambas citoquinas (derecha) 
del total de linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO de lo mostrado en C y E.  n=3 y t-test no 
pareado. * p £ 0,05, ** p £ 0,01, y ns= no significativo. 
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En conjunto los resultados sugieren por un lado que la expresión de CD73 

aumenta en la formación de linfocitos Tpex y disminuye con el avance del 

agotamiento de estas células in vitro, y, por otro lado, que CD73 podría tener un 

papel en los linfocitos T CD8+ necesario para la adquisición de estados más 

diferenciados en cultivo que es independiente de su función productora de 

adenosina. 

    

Objetivo 1.3. Evaluar el papel de la señalización de adenosina en la 
generación, diferenciación y fenotipo de las poblaciones de linfocitos T 
CD8+ agotados (Tex) y precursoras agotadas (Tpex) generados in vitro. 
Para cumplir con este subobjetivo, primero evaluamos la expresión del 

receptor de adenosina A2AR en los linfocitos agotados obtenidos in vitro. 

Actualmente existe una carencia de anticuerpos comerciales contra A2AR 

efectivos para citometría de flujo o Western blot, por lo tanto, evaluamos los 

diferentes receptores de adenosina (A2AR, A2BR, A3R y A1R) a través de 

RNAseq en muestras muestras de linfocitos OT-I WT y CD73 KO agotados in 

vitro. En la Fig. 14A observamos que tanto linfocitos OT-I WT como CD73 KO 

expresan principalmente el gen de A2AR (Adora2a), tienen una baja expresión 

del gen de A2BR (Adora2b) y una expresión baja del gen de A3R (Adora3). No 

se detectó expresión del gen de A1R. Además, la expresión de A2AR, A2BR y 

A3R se confirmó a través de PCR en tiempo real de muestras de ARN de 

linfocitos T CD8+ vírgenes WT y CD73 KO agotados in vitro por 5 días (Fig. 14B). 

El análisis de las muestras de ARN indicadas fue realizado por Catalina 

Rodríguez Bascuñan del laboratorio de Inmunología de la Universidad de Chile. 

Como resultado, y de manera similar a los resultados con el RNAseq, se observó 

principalmente expresión de Adora2a y niveles bajos de Adora2b y Adora3 tanto 

en células OT-I WT como OT-I CD73 KO. Sin embargo, a través de este método 

se detectó una regulación negativa de Adora2a significativa en los linfocitos T 

CD8+ CD73 KO agotados in vitro (Fig. 14B). Así, los linfocitos WT y CD73 KO 

agotados in vitro son potencialmente susceptibles a la adenosina extracelular y, 
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por otro lado, esta sensibilidad es potencialmente menor en los linfocitos CD73 

KO.  

 

 

Análisis de la expresión de los receptores de adenosina en linfocitos T CD8+ WT y CD73 
KO agotados in vitro. A. Expresión de Adora2a (A2AR), Adora2b (A2BR) y Adora3 (A3R) 
evaluada mediante RNAseq en muestras de células T CD8+ totales, WT y CD73 KO 
agotadas in vitro, B. Expresión de receptores de adenosina evaluados por PCR en 
tiempo real de linfocitos OT-I vírgenes WT y CD73 KO agotados in vitro por 5 días. La 
cuantificación relativa indicada de la expresión de Adora2a (A2AR), Adora2b (A2BR) y 
Adora3 (A3R) en linfocitos vírgenes agotados in vitro es relativa la expresión basal del 
gen respectivo en células vírgenes sin activar. n=3 y t-test no pareado. * p £ 0,05 y ns = 
no significativo. 
 

A continuación, se decidió estudiar el efecto de agonistas y antagonistas del 

receptor A2AR en el proceso de agotamiento in vitro de los linfocitos OT-I, a 

través de citometría de flujo. Para esto, linfocitos OT-I totales se activaron 

crónicamente en presencia de distintas concentraciones del análogo de 

adenosina NECA (agonista inespecífico de A2AR), CGS-21680 (agonista 

específico de A2AR, CGS) y SCH58261 (antagonista específico de A2AR, SCH). 

En todas las condiciones estudiadas fue posible observar las poblaciones Tpex y 

Tex, y un ANOVA de una vía no encontró diferencias significativas en la frecuencia 

de células Tpex ni tampoco en Tex entre las distintas condiciones (Fig. 15A-C). 

No obstante, el análisis individual entre el control (DMSO) y el grupo de células 

agotadas en presencia de 10 µM de CGS sí mostró una disminución en la 

frecuencia de Tex con el uso de CGS (Fig. 15C). Por otro lado, el uso de SCH a 

Figura 14. Los linfocitos T CD8+ agotados in vitro expresan mayoritariamente 
Adora2a. 
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0,1 µM disminuyó el número de células al final del cultivo relativo al control, 

mientras que los agonistas no influyeron significativamente en este número (Fig. 

15D). Así, los datos sugieren que la activación específica del receptor A2AR 

disminuye la formación de Tex, mientras que el bloqueo específico de dicho 

receptor afecta el número de células obtenidas al final del cultivo.  

 

 
Figura 15. La señalización de adenosina mediada por A2AR durante el agotamiento 
de los linfocitos T CD8+ in vitro reduce la formación de Tex. 
Linfocitos OT-I agotados in vitro en presencia de DMSO (control vehículo), 1 o 10 µM de 
NECA, 1 o 10 µM de CGS-21680 y 0,1 o 1 µM de SCH58261 fueron analizados a través 
de citometría de flujo. A. Figura representativa del análisis de poblaciones Tpex y Tex en 
los linfocitos T CD8+ luego de los distintos cultivos. Las figuras se hicieron con un 
concatenado de 3 muestras para cada condición. B. Porcentaje de Tpex del total de 
linfocitos T CD8+ totales en cada condición. C. Porcentaje de Tex del total de linfocitos 
T CD8+ totales en cada condición (izquierda) y comparación del porcentaje de Tex en 
las muestras con DMSO y con 10 µM de CGS (derecha). D. Veces de cambio del número 
de células al final del cultivo con los distintos reactivos estudiados respecto al número 
de células finales en la condición control a un mismo INPUT (5x105 células). n=4 para 
SCH 0,1 µM y n=5 para el resto de las condiciones. En B y C, en la estadística del 
porcentaje de Tpex y Tex con todas las condiciones se usó un t-test de ANOVA de una 
vía ordinario con corrección de Bonferroni. En C, en la comparación del porcentaje de 
Tex entre la condición con DMSO y con 10 µM de CGS se usó un t-test pareado. En D 
se usó un t-test de una muestra, comparando contra un valor teórico 1 que representa el 
valor de la razón para el control DMSO. En D, solo se usó n=4 debido a que la quinta 
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réplica experimental resultó con un número de células de entre 13,19 a 28,28 veces más 
bajo que el promedio de cada condición estudiada, con excepción de SCH 0,1 µM que 
no se evaluó en esta réplica. * p £ 0,05. 
 

A continuación, se estudió el efecto de los fármacos sobre la expresión de 

moléculas asociadas a la troncalidad en linfocitos T CD8+ agotados in vitro. Entre 

las moléculas estudiadas estaba CD73 ya que previamente nuestro laboratorio 

demostró que la expresión de CD73 se vincula con estados troncales tales como 

el de célula virgen o de memoria, y, por otro lado, disminuye su expresión con la 

diferenciación (Flores-Santibáñez et al., 2015). Así, se observó que el uso de los 

agonistas en cualquiera de las concentraciones estudiadas aumentó el 

porcentaje de células CD73+ en los linfocitos T CD8+ agotados in vitro relativo al 

control (Fig. 16A). Estudios previos ya habían reportado que con NECA o CGS-

21680 otras células inmunes incrementan la expresión de CD73 (Al-Taei et al., 

2017; Bao et al., 2016). En cuanto a otras moléculas asociadas a troncalidad, fue 

posible observar que los agonistas durante el agotamiento in vitro de los linfocitos 

T CD8+ aumentaron el porcentaje de células CD62L+ dentro de esta población 

al final del cultivo (Fig. 16B). Sin embargo, los agonistas no incrementaron la 

expresión de TCF1 ni LY108 (Fig.16C y D), incluso la expresión de TCF1 se 

redujo levemente con el uso de NECA 1 µM relativo al control (Fig. 16C). Esta 

reducción significativa en la expresión de TCF1 en los linfocitos T CD8+ agotados 

no se observó con el uso de agonista específico de A2AR CGS (Fig. 16C). Por 

otro lado, SCH no afectó de manera significativa la expresión de ninguno de los 

marcadores estudiados, aunque se observó una tendencia al aumento de 

expresión de LY108 cuando fue usado a 1 µM relativo al control (Fig. 16D). Así, 

la activación del receptor A2AR aumentó el porcentaje de células CD73+ y 

CD62L+ en linfocitos T CD8+ durante su agotamiento in vitro.   
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Figura 16. La señalización de adenosina mediada por A2AR durante el agotamiento 
de linfocitos T CD8+ in vitro promueve la expresión de CD73 y CD62L. 
Análisis por citometría de flujo de la expresión de moléculas asociadas a troncalidad en 
linfocitos T CD8+ agotados in vitro en presencia de DMSO (control vehículo), 1 o 10 µM 
de NECA, 1 o 10 µM de CGS-21680 y 0,1 o 1 µM de SCH58261. A y B. Porcentaje de 
células CD73+ (A) y CD62L+ (B) del total de linfocitos T CD8+ expuestos a los distintos 
fármacos. C. Histograma representativo de la expresión de TCF1 (izquierda) y veces de 
cambio del gMFI de TCF1 de cada condición respecto al control (derecha). D. 
Histograma representativo de la expresión de LY108 (izquierda) y veces de cambio del 
gMFI de LY108 de cada condición respecto al control (derecha). Los histogramas se 
realizaron comparando concatenados de 3 muestras tratadas con las respectivas 
condiciones y contra una muestra control. El control negativo de TCF1 corresponde a 
una muestra con todos los anticuerpos menos aTCF1 mientras que el control negativo 
de LY108 corresponde a una autofluorescencia de linfocitos T CD8+ agotados in vitro. 
En A, C y D n=4 para SCH 0,1µM y n=5 para el resto de las condiciones. En B, n=4 para 
todas las condiciones. A y B, ANOVA de una vía con corrección de Bonferroni. En C se 
usó un t-test de una muestra, mientras que en D se ocupó un test de Wilcoxon de una 
muestra, en ambos casos comparando contra un valor teórico 1, que representa el valor 
que resulta de dividir el gMFI de TCF1 o de LY108 en la condición DMSO respecto al 
número de células de la condición control DMSO. * p £ 0,05 y *** p £ 0,001. 
 

Lo siguiente que se decidió estudiar fue el efecto de los fármacos en el estado 

de activación de los linfocitos T CD8+ agotados in vitro. Para esto se analizó la 

expresión de las moléculas asociadas a activación CD69, CD25 y CD44 en los 

linfocitos T CD8+ al final del cultivo. Así, con el uso del antagonista especifico de 

A2AR, SCH (0,1 µM) se observó un aumento en la expresión de CD69 y CD25 
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en los linfocitos T CD8+ relativo al control (Fig. 17A y B). Por otro lado, mientras 

el uso del análogo de adenosina NECA a 1 µM solo redujo la expresión de CD44 

relativo al control, el uso del agonista específico de A2AR CGS a 10 µM provocó 

una disminución en la expresión de todas las proteínas estudiadas (Fig. 17A-C). 

Este efecto no se observó con CGS a 1µM, ya que en esta condición solo se 

redujo significativamente la expresión de CD44 (Fig. 17C). De esta manera, los 

resultados sugieren que la activación de la señalización de adenosina por medio 

de A2AR disminuye el estado de activación de los linfocitos T CD8+ sometidos a 

un estímulo crónico in vitro.  

 

 
Figura 17. La señalización de adenosina mediada por A2AR durante el agotamiento 
de linfocitos T CD8+ in vitro disminuye su estado de activación. 
Análisis por citometría de flujo de la expresión de moléculas asociadas a activación en 
linfocitos T CD8+ agotados in vitro en presencia de DMSO (control vehículo), 1 o 10 µM 
de NECA, 1 o 10 µM de CGS-21680 y 0,1 o 1 µM de SCH58261. A. Histograma 
representativo de la expresión de CD69, CD25 (B) o CD44 (C) (izquierda) y veces de 
cambio del gMFI de estas proteínas de cada condición respecto al control (derecha). Los 
histogramas se realizaron comparando concatenados de 3 muestras tratadas con las 
respectivas condiciones y contra una muestra control. El control negativo corresponde a 
una autofluorescencia de linfocitos T CD8+ agotados in vitro. En A y B, n=4 para SCH 
0,1µM y n=5 para el resto de las condiciones. En C, n=4 para todas las condiciones. 
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Todos los análisis se hicieron con un t-test de una muestra comparando contra un valor 
teórico 1, que representa el valor que resulta de dividir el gMFI de CD69, CD25 y CD44 
en la condición DMSO respecto al mismo gMFI en la condición control DMSO. * p £ 0,05 
y ** p £ 0,01. 
 

Finalmente, se decidió estudiar el efecto de los fármacos en la expresión de 

moléculas asociadas al agotamiento de los linfocitos T CD8+ in vitro. Las 

principales diferencias observadas fueron en la expresión del factor maestro del 

agotamiento TOX y en el receptor inhibitorio PD-1 al utilizar agonistas del receptor 

A2AR durante el agotamiento in vitro de los linfocitos T CD8+ (Fig. 18). En 

relación con el uso de NECA, fue posible observar una reducción de TOX relativa 

al control cuando se aplicó el fármaco a una concentración de 1 µM (Fig. 18A). 

Mientras que el uso de CGS-21680 en las 2 concentraciones probadas disminuyó 

la expresión de TOX y PD-1 relativo al control (Fig. 18A y B). Así, los resultados 

sugieren que la señalización de adenosina por medio de A2AR disminuye el 

agotamiento de los linfocitos T CD8+ al reducir la expresión de TOX y PD-1.  
 

 
Figura 18. La señalización de adenosina mediada por A2AR durante el agotamiento 
in vitro de linfocitos T CD8+ inhibe la expresión de TOX y PD-1. 
Análisis por citometría de flujo de la expresión de moléculas asociadas al agotamiento 
en linfocitos T CD8+ agotados in vitro en presencia de DMSO (control vehículo), 1 o 10 
µM de NECA, 1 o 10 µM de CGS-21680 y 0,1 o 1 µM de SCH58261. A. Histograma 
representativo de la expresión de TOX y B. PD-1 (izquierda), y veces de cambio del gMFI 
de estas proteínas de cada condición respecto al control (derecha). Los histogramas se 
realizaron comparando concatenados de 3 muestras tratadas con las respectivas 
condiciones y contra una muestra control. El control negativo de TOX corresponde a una 
muestra con todos los anticuerpos menos TOX mientras que el control negativo de PD-
1 corresponde a una muestra que solo tuvo anticuerpos de superficie menos aPD-1. En 
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A y B, n=4 para SCH 0,1µM y n=5 para el resto de las condiciones. Todos los análisis se 
hicieron con un t-test de una muestra comparando contra un valor teórico 1, que 
representa el valor que resulta de dividir el gMFI de TOX o PD-1 en la condición DMSO 
respecto al mismo gMFI en la condición control DMSO. * p £ 0,05 y ** p £ 0,01. 
 

En conjunto los resultados sugieren que los linfocitos T CD8+ agotados in vitro 

expresan principalmente el receptor de adenosina A2AR y que su señalización 

reduce el estado de activación y agotamiento mientras que promueve la 

expresión de moléculas asociadas a un estado más troncal.  
 

Objetivo 2. Analizar el papel de CD73 y de la señalización de adenosina por 
medio de A2AR en la diferenciación de linfocitos T CD8+ agotados y 
precursores agotados en el nicho tumoral. 

Los resultados obtenidos relativos al objetivo 2 se dividen en 3 actividades, 

las cuales se presentan a continuación:  

Objetivo 2.1. Identificar a las poblaciones agotadas (Tex) y precursoras 
agotadas (Tpex) en el nicho tumoral y estudiar la expresión de CD73 en 
estas poblaciones. 
Para evaluar los roles de CD73 y de la adenosina en el proceso de 

agotamiento de los linfocitos T CD8+ in vivo, utilizamos el modelo de melanoma 

murino B16.OVA, en el cuál las células tumorales expresan ovoalbúmina. Este 

modelo permite estudiar la activación de linfocitos T CD8+ específicos contra 

ovoalbúmina. Para esto se inyectaron ratones C57BL/6 por vía intradérmica (i.d.) 

con 5 x 105 células B16.OVA para posteriormente analizar por citometría de flujo 

el estado de agotamiento de los linfocitos T CD8+ presentes en el nicho tumoral 

o en el bazo (Fig. 19A). La Fig. 19B muestra que los linfocitos T CD8+ 

intratumorales presentan distintos grados de agotamiento, incluyendo 

poblaciones Tpex, Tint (PD-1+ TIM3- TCF1- TOX+) y Tex. Al igual que lo 

observado in vitro, la expresión de CD73 se relacionó principalmente con 

poblaciones Tpex, observándose expresión de CD73 en la mayoría de estas 

células (Fig. 19C y D). Por otro lado, CD73 se expresa en un 37,37% de la 
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población Tint y en un 38,12% de la población Tex (Fig. 19C y D) mientras que 

casi la totalidad de los linfocitos Tpex expresan CD73 in vivo.                                                 

 

 
Figura 19. Expresión de CD73 en linfocitos T CD8+ presentes en el nicho tumoral 
y con diferentes grados de agotamiento.  
Ratones C57/BL6 se inyectaron i.d. con 5x105 células del melanoma B16.OVA y se 
disectó el tumor cuando tenía un tamaño de 50-100mm2 y las células se recuperaron tal 
como se señala en Materiales y Métodos, sección 2.3. A. Esquema experimental. B. 
Citometría de flujo representativa del análisis de linfocitos Tpex, Tex y Tint intratumorales. 
C. Análisis por citometría de flujo de la expresión de CD73 en linfocitos T CD8+ agotados Tpex, 
Tint y Tex. Se muestra una figura representativa. D. Análisis del porcentaje de células 
CD73+ del total de linfocitos Tpex, Tint y Tex. Las citometrías de flujo mostradas en B y 
C corresponden a un concatenado de 4 muestras de tumor. En D n=6 y ANOVA de una 
vía de medidas repetidas con corrección de Bonferroni. ** p £ 0,01 y ns = no significativo. 
 

Las poblaciones de células T CD8+ intratumorales y en bazo se evaluaron 

mediante un análisis de reducción de dimensionalidad t-SNE de los datos de 

citometría de tumor y bazo, y posteriormente se hizo un análisis de agrupamiento 

a través del algoritmo DBSCAN (Fig. 20). Con el t-SNE se generó un mapa de 

densidad que incluye linfocitos T CD8+ de bazo y tumor (Fig. 20A). En este mapa 

se muestran los distintos parámetros con los que se realizó el t-SNE (Fig. 20B). 

A partir de esta información y con el algoritmo de agrupamiento se logró identificar 

14 poblaciones de linfocitos T CD8+ presentes entre bazo y tumor (Fig. 20C). 

Entre estos, el clúster 5 presentó características de células Tpex (PD-1+, TOX+, 
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TCF1+, LY108+, TIM3-, CD39-), mientras que los clústeres 13 y 14 presentaron 

fenotipos asociados a células Tex (PD-1+, TOX+, TCF1- o bajo, LY108- o bajo, 

TIM3+, CD39+). El clúster de células con fenotipo Tpex expresó niveles altos de 

CD73, y solo observamos expresión de CD73 en el clúster 13 de Tex que 

llamamos Tex CD73+. Por otro lado, parte del clúster 14 carece de TIM3 similar 

a la población Tint observada por citometría de flujo, pero no se logró separar 

como un clúster independiente ni se observó expresión de CD73 en esta 

población. Interesantemente, este análisis demuestra que los linfocitos T CD8+ 

agotados están presentes en el tumor y no en bazo (Fig. 20D). La expresión de 

CD73 además fue abundante en varias de las poblaciones de linfocitos T CD8+ 

detectadas en bazo, así como también en el clúster 10, una población con 

características de linfocito de memoria (PD-1 bajo, TCF1+, LY108+, TOX-) 

presente tanto en bazo como en tumor (Fig. 20C y D). No se observó expresión 

de CD73 en el clúster 11 que presenta un fenotipo efector (Tef, KLRG1+, TCF1-

), o el clúster 12 con un fenotipo de memoria (TCF1+ LY108+) (Fig. 20C). 

 En resumen, CD73 está presente en distintas poblaciones de linfocitos T 

CD8+ intratumorales y en el bazo, pero entre las poblaciones de linfocitos 

agotados, CD73 está presente principalmente en Tpex y en una subpoblación de 

Tex que llamamos Tex CD73+.  
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Figura 20. Linfocitos Tpex en tumor expresan principalmente CD73. 
Análisis de poblaciones de linfocitos T CD8+ de bazo y tumor B16.OVA a través de t-
SNE y DBSCAN. El t-SNE se realizó con un concatenado de linfocitos T CD8+ de 4 
muestras de bazo y uno de linfocitos T CD8+ de 4 muestras de tumor. Cada concatenado 
se hizo agrupando 3000 eventos de linfocitos T CD8+ por muestra de bazo o tumor según 
el respectivo concatenado. A. Mapa de densidad poblacional representativo de células 
T CD8+ presentes en bazo y tumor. B. Heatmap o mapa de calor sobre el t-SNE 
generado mostrando la expresión de los distintos marcadores estudiados en el t-SNE. 
C. t-SNE mostrando las poblaciones identificadas a través de DBSCAN. D. Mapa de 
densidad poblacional reflejando el enriquecimiento diferencial de poblaciones entre 
tumor y bazo.  
 

Objetivo 2.2. Estudiar el papel de CD73 en la distribución de linfocitos T 
CD8+ agotados y precursores agotados en el nicho tumoral. 

 
Para estudiar cómo influye la expresión de CD73 en la distribución de los 

linfocitos T CD8+ agotados en el nicho tumoral, realizamos la cotransferencia de 

linfocitos OT-I WT y CD73 KO vírgenes a ratones C57BL/6 portadores del tumor 

B16.OVA (Fig. 21A). Las células vírgenes se obtuvieron a través de cell sorting 

de células de bazo previamente enriquecida por separación inmunomagnética 

(ver Materiales y Métodos, sección 2.10) en linfocitos T CD8+ obtenido de los 
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ratones WT y CD73 KO. Al utilizar células vírgenes eliminamos la posibilidad que 

los resultados observados se deban a diferencias en la activación de las 

poblaciones de los ratones WT y CD73 KO. Para diferenciar entre las células 

transferidas y las poblaciones de linfocitos T CD8+ endógenos utilizamos ratones 

con diferentes marcadores congénicos (alelos diferentes de CD45). Los linfocitos 

OT-I CD73 WT expresan los alelos CD45.1 y CD45.2, los linfocitos CD73 KO solo 

el alelo CD45.2 y los ratones receptores expresan solo el alelo CD45.1 (Fig. 22A). 

Las células vírgenes OT-I WT y CD73 KO se cotransfirieron a los ratones 

receptores 12 días después de la inyección de las células tumorales, en una 

razón 1:1, 6 x 105 células de cada tipo (Fig. 21A). Posterior a la cotransferencia, 

el crecimiento tumoral no presentó diferencias significativas con el de ratones sin 

transferencia inyectados con PBS (Fig. 21B) y se decidió analizar los tumores 

entre 7 a 9 días después de la cotransferencia.  

 

 
Figura 21. Modelo de estudio in vivo para analizar el papel de CD73 en el 
agotamiento y crecimiento tumoral.  
Linfocitos OT-I vírgenes WT y CD73 KO fueron cotransferidos por vía i.v. a ratones 
portadores de tumor B16.OVA para el posterior análisis por citometría de flujo de los 
linfocitos T CD8+ en diferentes órganos linfoides y tumor. Como control, algunos ratones 
se inyectaron con PBS. A. Esquema experimental. B. Curvas de crecimiento tumoral 
promedio de ratones con y sin cotransferencia. En el gráfico se muestra el valor promedio 
y la desviación estándar de 2 experimentos independientes, con un n total de 4 para PBS 
y 8 para las cotransferencias. En B se hizo un ANOVA de dos vías con corrección de 
Bonferroni que no encontró diferencias significativas entre los grupos. 
 

La Fig. 22A muestra el análisis de las células cotransferidas en el bazo, 

tumor, nódulo linfático inguinal no drenante y drenante del tumor utilizando los 

marcadores CD45.1 y CD45.2 para diferenciar los linfocitos transferidos OT-I WT 
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(CD45.1+CD45.2+) de los OT-I CD73 KO (CD45.2+). A partir de este análisis se 

pudo determinar que, de todos los órganos analizados, las células cotransferidas 

se encontraron más representadas en el tumor y en el nódulo drenante (Fig. 22A, 

B, E y F). El bazo presentó una frecuencia baja de linfocitos transferidos (WT: 

0,29% y CD73 KO: 0,25%) del total de linfocitos T CD8+ mientras que el nódulo 

no drenante del tumor carecía de estas células (promedio WT: 0,07% y CD73 KO: 

0,07%, Fig. 22A, B, D y E). Por otro lado, en el total de linfocitos T CD8+ del 

nódulo drenante del tumor se encontró una mayor frecuencia de linfocitos OT-I 

CD73 KO (2,24% promedio) que WT (1,46% promedio) (Fig. 22E), mientras que, 

en el tumor, los linfocitos OT-I CD73 KO fueron superiores en frecuencia (WT: 

2,36% y KO: 4,03% promedio) y número (WT: 46.741 versus CD73 KO: 78.264 

células/g de tumor) relativo a su contraparte WT (Fig. 22F). Interesantemente, 

ensayos de proliferación marcando con CellTrace Violet linfocitos OT-I vírgenes 

WT y CD73 KO agotados in vitro, mostraron que al menos hasta el segundo día 

de activación, los linfocitos no muestran diferencias significativas en su capacidad 

de proliferación (datos no mostrados) por lo que las diferencias en frecuencia 

observadas in vivo entre estas células podrían deberse a otras razones.  

De esta manera, los resultados sugieren que la expresión de CD73 afecta 

la distribución de los linfocitos T CD8+ en el nódulo drenante y el tumor, 

disminuyendo la proporción de estas células en dichos órganos.  
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Figura 22. CD73 reduce la frecuencia de células T CD8+ intratumorales y en el 
nódulo drenante del tumor.  
Distribución de linfocitos OT-I cotransferidos WT y CD73 KO en bazo, nódulo no 
drenante, nódulo drenante y tumor de ratones con melanoma B16.OVA, entre 7 y 9 días 
posterior a la cotransferencia de estas células. A. Citometría de flujo representativa del 
porcentaje de células OT-I WT y OT-I CD73 KO del total de linfocitos T CD8+, antes de 
la cotransferencia (Input) y al final del experimento en bazo, nódulo no drenante, nódulo 
drenante y tumor. B. Razón CD73 KO/WT para cada órgano. LN de lymph node, indica 
nódulo no drenante y dLN de Draining lymph node, indica nódulo drenante del tumor. C-
F. Porcentaje (izquierda) y número de células totales o por g de tumor (derecha) de 
linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO en los distintos órganos analizados. Para bazo n=8, 
LN n=3, dLN n=8 en frecuencia y n=7 en número total de células, tumor n=7. Para B, t-
test de una muestra comparando contra un valor teórico 1 que representa la situación 
hipotética en la que hay porcentajes iguales de células WT y CD73 KO. Para C-F, t-test 
pareado, excepto para frecuencia en E, donde se usó Wilcoxon. * p £ 0,05, ** p £ 0,01 y 
ns = no significativo. 
 

El análisis por citometría de flujo de los linfocitos T CD8+ cotransferidos 

reveló que tanto los linfocitos OT-I WT como CD73 KO intratumorales 

presentaron fenotipos agotados (Fig. 23). Si bien, fue posible detectar en tumor 

tanto linfocitos Tpex como Tex derivados de las poblaciones cotransferidas, tanto 

los linfocitos WT como CD73 KO se encontraron enriquecidos en poblaciones 
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Tpex (Fig. 23A). Entre las poblaciones transferidas, los linfocitos OT-I CD73 KO 

estaban levemente más enriquecidos en Tpex en frecuencia del total de células 

KO (promedio 78,23%) y número (59.224 células por g de tumor) respecto su 

contraparte WT (promedio 72,01% y 32.377 células por g de tumor) (Fig. 23A). 

Por otro lado, los linfocitos Tex convencionales presentaron frecuencias y 

números bajos en relación con lo observado para Tpex, y no se encontraron 

diferencias significativas entre células WT y CD73 KO para estos parámetros 

(Fig. 23B). En relación con el nódulo drenante del tumor, también se observaron 

principalmente células Tpex derivadas de las células transferidas, con un leve 

mayor enriquecimiento de estas células dentro de la población de linfocitos CD73 

KO (promedio 87,19%) respecto a las WT (promedio 81,7%) (Fig. 23C). Sin 

embargo, en la mayoría de los casos las células transferidas carecían de 

poblaciones PD-1+ TIM3+ (Fig. 23D) y en consecuencia de Tex convencionales 

en los nódulos drenantes. Interesantemente, a diferencia de lo observado en el 

tumor donde los linfocitos Tpex tenían niveles altos de PD-1, en el nódulo 

drenante poseían niveles más bajos o intermedios de esta molécula, 

asemejándose más al fenotipo descrito para estas células en la literatura 

(Gebhardt et al., 2023) (Fig. 23E). Esta expresión mayor de PD-1 en Tpex 

intratumorales respecto al nódulo puede ser un reflejo del proceso de activación 

y diferenciación en Tex, mientras que los Tpex del nódulo podrían servir como un 

reservorio de estas células. 

 En general, estos resultados sugieren que la expresión de CD73 en los 

linfocitos T CD8+ limita el número de células T CD8+ en el contexto de la 

inmunidad tumoral y, de manera más leve, disminuye la frecuencia de linfocitos 

Tpex en los órganos estudiados. De este modo, CD73 limitaría características 

asociadas a células más troncales como su capacidad de mantención en el nicho 

tumoral o en el órgano linfoide drenante del tumor.  
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Figura 23. CD73 limita levemente la adquisición de un fenotipo Tpex en linfocitos 
T CD8+ in vivo.  
Análisis por citometría de flujo de linfocitos Tpex y Tex derivados de células OT-I WT y 
OT-I CD73 KO cotransferidas a ratones con melanoma B16.OVA, en tumor y nódulo 
drenante (dLN). A. Porcentaje (izquierda) y número por g de tumor de Tpex (derecha) 
del total de células OT-I WT y OT-I CD73 KO en tumor. B. Porcentaje (izquierda) y 
número por g de tumor de Tex (derecha) del total de células OT-I WT y OT-I CD73 KO 
en tumor. C. Porcentaje (izquierda) y número (derecha) de Tpex del total de células OT-
I WT y OT-I CD73 KO en dLN. D. Citometría de flujo representativa de la expresión de 
PD-1 y TIM3 en los linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO en dLN. E. Histograma 
representativo de la expresión de PD-1 en linfocitos Tpex en dLN y tumor que son 
derivados de linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO. Se muestra en gris además el 
histograma de la expresión de PD-1 de linfocitos T CD8+ que no expresan PD-1 (PD-1-
) en dLN y tumor, que sirven de control negativo y que están en las mismas muestras de 
dLN y tumor con las que se hizo el histograma. Para A, n=7 con t-test pareado. Para B, 
n=7, análisis de frecuencia con Wilcoxon y del número de células con t-test pareado. 
Para C, análisis de frecuencia n=8 y del número de células n=7, t-test pareado. Para E, 
n=7 dLN y tumor, análisis en WT con Wilcoxon y en CD73 KO con t test pareado. * p £ 
0,05, ** p £ 0,01, **** p £ 0,0001 y ns = no significativo. 
 
 

Para profundizar en el estudio de las diferencias fenotípicas entre los linfocitos 

cotransferidos intratumorales y evaluar la influencia de estos en las poblaciones 

endógenas de linfocitos T CD8+ en el tumor, los datos se analizaron a través de 

t-SNE y DBSCAN. Para esto se comparó un número equivalente de linfocitos T 

CD8+ intratumorales de un ratón sin cotransferencia, células T CD8+ endógenas 
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de ratones con cotransferencia, linfocitos OT-I WT y OT-I CD73 KO intratumorales 

(Fig. 24). Considerando el bajo número de eventos de linfocitos OT-I WT y OT-I 

CD73 KO obtenidos en la mayoría de los tumores, para ambos tipos de células 

se decidió concatenar todos los eventos relativos a estas células de todos los 

tumores analizados. Así, se obtuvo un mapa de densidad representativo de todas 

las muestras analizadas (Fig. 24A) sobre el cuál se mostró la distribución de la 

expresión de las distintas proteínas analizadas (Fig. 24B) para el posterior 

análisis de agrupamiento con DBSCAN (Fig. 24C). De esta manera se pudieron 

reconocer 18 clústeres de células, entre los que se pudieron identificar 

poblaciones con características de células efectoras, de memoria, Tex 

convencionales y Tpex (Fig. 24C). A través de un mapa de densidad y conociendo 

la ubicación de las distintas subpoblaciones, se analizó la distribución de estas 

en cada grupo utilizado para el análisis (Fig. 24D). Así, de forma cualitativa y 

similar a lo observado por citometría de flujo, los linfocitos OT-I WT como los OT-

I CD73 KO se observaron enriquecidos principalmente en Tpex (Fig. 24D). Por 

otro lado, las poblaciones endógenas intratumorales carecían de poblaciones 

Tpex, tanto en el ratón sin transferencia como con cotransferencia, observándose 

pocos eventos relativo al resto de poblaciones observadas (Fig. 24D). Además, 

la distribución de las poblaciones endógenas se vio alterada por la transferencia 

de células, ya que los linfocitos T CD8+ endógenos de los ratones transferidos 

presentaban una mayor proporción de Tex y menor proporción de Tef respecto a 

las poblaciones observadas en la muestra sin transferencia (Fig. 24D).  

Así, de forma cualitativa se observó un fenotipo similar entre células OT-I WT 

y OT-I CD73 KO intratumorales, siendo principalmente Tpex, y, que la 

transferencia de estas células altera la distribución de poblaciones endógenas de 

linfocitos T CD8+ intratumorales. 
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Figura 24. Análisis en t-SNE de las poblaciones de linfocitos T CD8+ intratumorales 
en el experimento de cotransferencia de células OT-I WT y OT-I CD73 KO. 
Análisis de poblaciones de linfocitos T CD8+ de tumor B16.OVA de ratones con o sin 
cotransferencia de células OT-I vírgenes WT y CD73 KO, a través de t-SNE y DBSCAN. 
El t-SNE se realizó con linfocitos T CD8+ endógenos de una muestra sin cotransferencia, 
un concatenado de linfocitos T CD8+ endógenos de 4 muestras de tumor con 
cotransferencia (5000 eventos por muestra), un concatenado de linfocitos intratumorales 
OT-I WT y un concatenado de linfocitos intratumorales OT-I CD73 KO de 4 muestras de 
tumor con cotransferencia (todos los eventos de cada muestra). A. Mapa de densidad 
poblacional representativo de los distintos linfocitos T CD8+ utilizados para el análisis. 
B. Heatmap o mapa de calor sobre el t-SNE generado mostrando la distribución de la 
expresión de los distintos marcadores estudiados en el t-SNE. C. t-SNE mostrando las 
poblaciones identificadas a través de DBSCAN. D. Mapa de densidad poblacional 
reflejando el enriquecimiento diferencial de poblaciones entre los distintos grupos de 
linfocitos T CD8+ con los que se hizo el t-SNE. En C y D, se encerró manualmente las 
poblaciones que presentaban fenotipos similares para facilitar el análisis. 
 

Las diferencias observadas en los t-SNE de poblaciones intratumorales 

endógenas se verificaron a través de citometría de flujo (Fig. 25). Tanto los 

linfocitos endógenos de ratones con cotranferencias como el control, poseen 

bajas frecuencias de linfocitos Tpex (promedio endógeno: 1,88% y control: 

2,62%) que no eran distintas significativamente entre sí (Fig. 25A). Por otro lado, 

el porcentaje de linfocitos T CD8+ PD-1+ así como Tex se encontró aumentado 

significativamente entre los linfocitos T CD8+ endógenos de ratones con 
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cotransferencia relativo al control (Fig. 25B y C). El análisis por t-SNE sugería 

una menor frecuencia de linfocitos Tef endógenos en los ratones con 

cotransferencia respecto al control. Si bien esta diferencia se podría deber a que 

la muestra control utilizada presentaba una mayor frecuencia de Tef respecto al 

resto de control, el análisis por citometría de flujo reveló que esta población se 

encontraba en general aumentada en el control sin cotransferencia respecto a la 

población endógena de ratones con cotransferencia (Fig. 25D).  

Estos resultados sugieren que la contransferencia aumenta la proporción de 

células agotadas endógenas mientras que disminuye la frecuencia de células 

efectoras convencionales en el nicho tumoral.  

 

 
Figura 25. La cotransferencia de linfocitos T CD8+ WT y CD73 KO promueve 
fenotipos agotados y disminuye la frecuencia de células efectoras en la población 
endógena de linfocitos T CD8+ intratumorales. 
Las observaciones en las poblaciones endógenas de linfocitos T CD8+ intratumorales 
del análisis por t-SNE fueron corroboradas por citometría de flujo. A-D. Porcentaje de 
linfocitos Tpex (A), PD-1+ (B), Tex (C) y Tef (D) del total de linfocitos T CD8+ endógenos 
intratumorales con y sin (endógeno control) cotransferencia de células OT-I WT y OT-I 
CD73 KO. Endógeno control n=4 y endógeno cotransferido n=7. Para análisis de Tpex, 
PD-1+ y Tex, t-test no pareado con corrección de Welch. Para análisis de Tef, Mann-
Whitney. * p £ 0,05, ** p £ 0,01 y ns = no significativo. 
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Objetivo 2.3. Evaluar el rol de la señalización de adenosina por medio de 
A2AR en el establecimiento de linfocitos T CD8+ agotados y precursores 
agotados en el nicho tumoral. 
Para estudiar el rol que puede tener la señalización de adenosina en el 

proceso de agotamiento in vivo de los linfocitos T CD8+ en el contexto del cáncer 

se decidió probar en ratones portadores de tumor B16.OVA el efecto de SYN115, 

un inhibidor farmacológico especifico del receptor de adenosina A2AR (Fig. 26). 

SYN115 es una droga que alcanzó la fase III en los ensayos clínicos para el 

tratamiento del Parkinson pero que sin embargo fue suspendida por cambios en 

el recuento sanguíneo de los pacientes que ponían en riesgo la vida de éstos 

(Jing et al., 2023). No obstante, se trata de un fármaco que ya ha sido utilizado 

en ensayos con ratones con tumor y se ha demostrado que potencia la terapia 

anti PD-1 en este modelo (Beavis et al., 2015). Considerando que los linfocitos 

Tpex son los principales respondedores a la terapia anti PD-1 (Kallies et al., 2020; 

Miller et al., 2019) se decidió evaluar cómo influye SYN115 en las poblaciones 

agotadas intratumorales en modelo murino. Para esto se inyectó por vía 

intraperitoneal durante una semana 7 dosis de SYN115 (3mg/kg de ratón) o del 

vehículo a ratones C57BL/6, 7 días después de la inyección intradérmica de 

células tumorales B16.OVA (Fig. 26A). Durante este tiempo se monitoreó el 

crecimiento tumoral sin encontrar diferencias significativas entre el grupo con 

SYN115 y el grupo con el vehículo (Fig. 26B). Al final del experimento, se analizó 

por citometría de flujo diferencias en la proporción y número de células T CD8+ 

totales en bazo, nódulo drenante del tumor y tumor, y no se encontraron 

diferencias significativas entre los ratones tratados con SYN115 y no tratados 

(Fig. 26 C-E). 

Así, los datos sugieren que el tratamiento con SYN115 a la concentración 

utilizada no influye en el crecimiento tumoral ni en la proporción, ni en el número 

de linfocitos T CD8+ en ninguno de los órganos analizados.  

 



 
 

74 
 
 

 
Figura 26. El bloqueo de A2AR con SYN115 en ratones con tumor B16.OVA no 
cambia la frecuencia y número de linfocitos T CD8+ en los órganos estudiados. 
Ratones C57BL/6 portadores de tumor B16.OVA se inyectaron por vía intraperitoneal 
durante una semana con 7 dosis de SYN115 (3mg/kg de ratón) o del vehículo para el 
posterior análisis de linfocitos T CD8+ en bazo, nódulo drenante y tumor. A. Esquema 
del experimento. B. Crecimiento tumoral promedio en el grupo control (vehículo) y en el 
grupo con tratamiento con SYN115. Cada medición promedio en el tiempo muestra ± 
desviación estándar. C-E. Frecuencia (izquierda) y número de linfocitos T CD8+ totales 
o por g de tumor (derecha) en bazo (C), Nódulo drenante (D) y en tumor (E). Para 
vehículo n=3, para SYN115 n=6. En B se hizo un ANOVA de dos vías con corrección de 
Bonferroni que no encontró diferencias significativas entre los grupos. Para C-E, t-test 
no pareado con corrección de Welch. ns = no significativo. 
 

Lo siguiente a estudiar fue el efecto de SYN115 sobre la distribución de 

células Tpex y Tex intratumorales a través de citometría de flujo. Para esto se 

analizó la frecuencia y número de linfocitos Tpex y Tex en el tumor (Fig. 27). No 

se encontraron diferencias significativas en la frecuencia y número de células 

Tpex intratumorales entre los ratones tratados con SYN115  y los ratones control 

(Fig. 27A). El nódulo drenante del tumor también es un sitio donde se pueden 

observar linfocitos Tpex, sin embargo, considerando el bajo número de eventos 

de linfocitos T CD8+ agotados en varias de las muestras de nódulo drenante, no 

se pudo analizar si existen diferencias con y sin el tratamiento con SYN115. Por 
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otro lado, el tratamiento con SYN115 aumentó la frecuencia de células Tex 

relativo al control (Fig. 27B) pero no así el número de estas.  

Así, los datos sugieren que hay un cambio en la distribución de 

subpoblaciones de linfocitos T CD8+ con el tratamiento con SYN115 que aumenta 

la proporción de linfocitos Tex intratumorales. 

 

 
Figura 27. El bloqueo de A2AR con SYN115 en ratones con tumor B16.OVA 
favorece la formación de linfocitos Tex intratumorales. 
Análisis por citometría de flujo de poblaciones Tpex y Tex en tumor de ratones con 
melanoma B16-OVA tratados con SYN115 3 mg/kg de ratón o con el vehículo control. A 
y B. Análisis del porcentaje del total de linfocitos T CD8+ (izquierda) y número por g de 
tumor (derecha) de linfocitos Tpex (A) o Tex (B) de ratones tratados con SYN115 o con 
el vehículo. Vehículo n=3, SYN115 n=6, t-test no pareado con corrección de Welch. * p 
£ 0,05 y ns = no significativo. 

 

Para profundizar en el estudio del efecto del bloqueo con SYN115 de la 

señalización de adenosina a través de A2AR en el fenotipo y distribución de 

células T CD8+ intratumorales y tener un panorama general de esto, los datos se 

analizaron a través de t-SNE y DBSCAN.  Para esto, tanto con los datos del grupo 

control como del grupo tratado con SYN115 se tomó una muestra representativa 

y del mismo número de células T CD8+ (2000 eventos) de cada ratón, con las 

que se hizo un concatenado representativo de cada grupo para hacer los análisis 

(Fig. 28). Así, se obtuvo un mapa de densidad representativo de todas las 

muestras analizadas (Fig. 28A) sobre el cuál se mostró la expresión de las 

distintas proteínas analizadas (Fig. 28B) para el posterior análisis de 

agrupamiento con DBSCAN (Fig. 28C). De este modo se pudieron reconocer 8 
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clústeres de células, entre los que se pudieron identificar poblaciones con 

características de células efectoras, de memoria, Tex convencionales y Tpex (Fig. 

28C). A través de un mapa de densidad y conociendo la ubicación en el t-SNE de 

las distintas subpoblaciones, se analizó la distribución de estas en el nicho 

tumoral con o sin el tratamiento con SYN115 (Fig. 28D). De forma cualitativa 

entonces se pudo observar que mientras la densidad de la población Tpex no 

pareció cambiar respecto al control, los linfocitos Tex se encontraban 

enriquecidos con el tratamiento con SYN115 (Fig. 28D), similar a lo observado 

por citometría de flujo (Fig. 27B). Además, de forma cualitativa se pudo apreciar 

que la mayoría de las poblaciones de linfocitos T CD8+ CD73+ con excepción de 

los linfocitos Tpex se observaron disminuidos con el tratamiento con SYN115 

relativo al control, incluyendo a la población Tex CD73+ que había sido observada 

en la Fig. 20C y que se volvió a observar en este experimento (Fig. 28D).  

De esta manera, los resultados sugieren que el tratamiento con SYN115 

promueve un cambio en la distribución de los linfocitos T CD8+ intratumorales 

que lleva a un aumento en la población de células más diferenciadas Tex en 

desmedro de las poblaciones no agotadas. 

 



 
 

77 
 
 

 
Figura 28. Análisis en t-SNE de las poblaciones de linfocitos T CD8+ intratumorales 
con y sin el tratamiento con SYN115. 
Análisis a través de t-SNE y DBSCAN de poblaciones de linfocitos T CD8+ de tumor 
B16.OVA de ratones con tratamiento con SYN115 (3 mg/kg de ratón) o con el vehículo. 
El t-SNE se realizó con un concatenado de linfocitos T CD8+ endógenos de 3 muestras 
de tumor sin tratamiento con SYN115 y un concatenado de linfocitos T CD8+ endógenos 
de 6 muestras de tumor de ratones tratados con SYN115 (2000 eventos por muestra). 
A. Mapa de densidad poblacional representativo de los linfocitos T CD8+ utilizados para 
el análisis. B. Heatmap o mapa de calor sobre el t-SNE generado mostrando la 
distribución de la expresión de los distintos marcadores estudiados en el t-SNE. C. t-
SNE mostrando las poblaciones identificadas a través de DBSCAN. D. Mapa de 
densidad poblacional reflejando el enriquecimiento diferencial de poblaciones 
intratumorales entre los ratones tratados con el vehículo o con SYN115. En C y D, se 
encerró manualmente las poblaciones que presentaban fenotipos similares para facilitar 
el análisis. 
 

Ya que las principales diferencias observadas en los análisis de t-SNE 

corresponden a cambios en las proporciones de células Tex y de células no 

agotadas, se analizó, a través de citometría de flujo, cambios en la frecuencia de 

células que expresan marcadores asociados al agotamiento (TOX, PD-1 y CD39), 

a la memoria y estados más troncales (CD73 y TCF1), y a las células Tef (KLRG1) 

(Fig. 29). El análisis reveló que, en relación con el control, el tratamiento con 

SYN115 generó un incremento significativo en la frecuencia de células T CD8+ 



 
 

78 
 
 

TOX+, PD-1hi y CD39hi (siendo este un marcador de células agotadas 

terminalmente) (Fig. 29A-C). El tratamiento con SYN115 además produjo una 

reducción significativa en la frecuencia de poblaciones T CD8+ CD73+ y de 

células T CD8+ TCF1+ en comparación con el control (Fig. 29D y E). Por otro 

lado, pese a que cualitativamente se puede observar en el t-SNE una reducción 

con SYN115 de las poblaciones Tef (KLRG1+) en relación con el control 

(Fig.28D), estas diferencias no fueron significativas (Fig. 29F). El incremento 

significativo en la expresión de PD-1 dentro de la población de linfocitos T CD8+ 

observado en la Fig. 29B además no se vio reflejado dentro de las poblaciones 

Tpex, ya que no hubo diferencias en gMFI relativa a la expresión de PD-1 en esta 

población entre los grupos con y sin tratamiento (Fig. 29G). 

De este modo, los resultados sugieren que la señalización de adenosina a 

través de A2AR limita o retrasa la adquisición de estados agotados en los 

linfocitos T CD8+ mientras que favorece la mantención de linajes de linfocitos T 

CD8+ más troncales o de memoria. Esto contrasta con lo descubierto en los 

experimentos in vivo de cotransferencia de ratones OT-I WT y OT-I CD73 KO, 

donde CD73 tiene un rol limitando características troncales, como la capacidad 

de mantención de los linfocitos Tpex en el nicho tumoral.  
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Figura 29. El bloqueo de A2AR con SYN115 en ratones con tumor promueve la 
formación de linfocitos T CD8+ que expresan marcadores de agotamiento mientras 
disminuye la frecuencia de linfocitos que expresan marcadores de troncalidad. 
Análisis por citometría de flujo del porcentaje de linfocitos T CD8+ que expresan 
moléculas asociadas al agotamiento (TOX, PD-1, CD39), a la troncalidad o memoria 
(CD73 y TCF1), o a un fenotipo efector (KLRG1) en tumores de ratones tratados con 
SYN115 (3 mg/kg de ratón) o con el vehículo. A-F. Citometría de flujo representativa 
(izquierda) de la expresión de TOX (A), PD-1 (B), CD39 (C), CD73 (D), TCF1 (E) y 
KLRG1 (F), y porcentaje de células que expresan estas moléculas del total de linfocitos 
T CD8+ (derecha). Se utiliza hi para indicar una expresión alta de la proteína. G. 
Histograma representativo de la expresión de PD-1 (izquierda) y estadística del gMFI de 
PD-1 en linfocitos Tpex intratumorales de ratones con y sin trataimento con SYN115. 
Vehículo n=3, SYN115 n=6, t-test no pareado con corrección de Welch. * p £ 0,05 y ns 
= no significativo. 
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4. DISCUSIÓN 
 

 

 

En este trabajo estudiamos el papel de CD73 y la señalización de 

adenosina a través de A2AR en el agotamiento de los linfocitos T CD8+. Nuestros 

resultados muestran que CD73 promueve la diferenciación de linfocitos T CD8+ 

hacia células Tex más agotadas, proceso independiente de su función como 

ectonucleotidasa, mientras que la señalización de adenosina a través de A2AR 

retrasa la diferenciación desde linfocitos Tpex hacia Tex.  

 

CD73 se expresa en linfocitos T precursores agotados. 
 

Nuestros resultados confirman que CD73 se expresa predominantemente 

en los linfocitos T CD8+ precursores agotados (Tpex) y que disminuye en etapas 

más diferenciadas (Tint y Tex), similar a lo recientemente descrito para 

infecciones crónicas (Gabriel et al., 2021; J. Lee et al., 2023; Restifo & Gattinoni, 

2013). In vitro, observamos que la expresión de CD73 aumenta inicialmente 

desde linfocitos OT-I vírgenes hacia un fenotipo Tpex y que disminuye mientras 

las células avanzan hacia un estado más diferenciado y funcional. Además, con 

el agotamiento in vitro de linfocitos T CD8+ totales se logró observar una 

correlación negativa entre la expresión de CD73 en el cultivo y la generación de 

Tex, asociando así la expresión de CD73 a cultivos con menor agotamiento 

terminal. Con el estudio de las poblaciones agotadas en el nicho tumoral también 

mostramos que la expresión de CD73 se ve enriquecida principalmente en 

poblaciones Tpex, siendo baja en linfocitos T más agotados (Tint y Tex). Así, los 

resultados obtenidos indican a CD73 como un marcador de linfocitos Tpex in vitro 

y en el nicho tumoral, similar a lo descrito en infecciones crónicas en la literatura.  
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CD73 promueve el agotamiento de los linfocitos T CD8+ de forma 
independiente a su actividad ectonucleotidasa. 
 

La expresión de CD73 promovió la generación de Tex y de células 

agotadas productoras de citoquinas efectoras desde Tpex, limitó el potencial 

efector a nivel transcriptómico de las células agotadas in vitro y disminuyó la 

frecuencia y número de linfocitos T CD8+ totales y de Tpex tanto en el nicho 

tumoral como en el nódulo drenante del tumor in vivo. El efecto de CD73 en la 

restricción del fenotipo efector de los linfocitos T CD8+ observado con el RNAseq 

complementa los hallazgos previos del laboratorio donde se describía que CD73 

limitaba el fitness mitocondrial y el potencial citotóxico de los linfocitos T CD8+ 

(Briceño et al., 2021). Además, hallazgos previos del laboratorio (Rosemblatt et 

al., 2021) demuestran que CD73 limita la sobrevida de las células T CD8+ frente 

a la estimulación antigénica, lo que se vio reflejado en el aumento en la frecuencia 

y número de linfocitos CD73 KO respecto al WT en el nicho tumoral en los 

experimentos de cotransferencia (donde las células se expusieron a estímulos 

antigénicos crónicos). Estos hallazgos sugieren que CD73 puede promover la 

generación de Tex y limitar características troncales, como la capacidad de 

mantención de las células. Esta idea además se ve reforzada con lo reportado 

en la literatura, donde el bloqueo inmunoterapeútico de CD73 en ratones con 

tumor puede revertir significativamente el fenotipo agotado en los linfocitos T 

CD8+ (Deng et al., 2018), relacionando a CD73 con la promoción del 

agotamiento. 

Interesantemente, el uso del inhibidor enzimático de CD73 APCP no 

modificó significativamente la generación de Tpex y Tex en cultivo. Así mismo, 

con la cotransferencia de linfocitos vírgenes OT-I WT y OT-I CD73 KO a un ratón 

con tumor B16.OVA se observó una presencia mayor de los linfocitos OT-I CD73 

KO que OT-I WT en tumor y nódulo drenante, en un contexto donde sí existió 

expresión endógena de CD73 y por ende adenosina. Además, se ha descrito en 

la literatura que la adenosina puede seguir siendo producida en los ratones CD73 
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KO gracias a la expresión de la fosfatasa alcalina de tejido no específico (Wang 

et al., 2020). De este modo, además de estar expuestos a la adenosina producida 

por las células endógenas, los linfocitos OT-I CD73 KO cotransferidos 

potencialmente podrían producir adenosina a través de mecanismos 

compensatorios. En adición, a diferencia de CD73, que promovió la 

diferenciación en los linfocitos T CD8+ agotados, en este trabajo se obtuvieron 

resultados que demuestran que la adenosina parece reducir o retardar el avance 

de la diferenciación en los linfocitos Tpex. Todas estas observaciones sugieren 

que los efectos que tiene CD73 promoviendo la diferenciación y reduciendo 

características troncales como la capacidad de mantención en los linfocitos T 

CD8+ no se deben a la actividad ectonucleotidasa productora de adenosina, sino 

que a la presencia de esta proteína, lo que refuerza la idea de una función 

coestimuladora de CD73.  

 

CD73 podría promover el agotamiento en linfocitos T CD8+ actuando como 
proteína coestimuladora.  
 

Es bien reconocido que CD73 tiene un efecto como proteína 

coestimuladora en los linfocitos T humanos, además de su función productora de 

adenosina (Dianzani et al., 1993; Gutensohn et al., 1995; Massaia et al., 1990; 

Resta et al., 1994; Resta & Thompson, 1997; Resta et al., 1998; Thompson & 

Ruedi, 1989; Thompson et al., 1989). Se ha reportado que los linfocitos T pueden 

activarse con anticuerpos contra CD3 o con PMA en concentraciones subóptimas 

cuando se adiciona un anticuerpo contra CD73, y que las células T CD73+ se 

activan con concentraciones más bajas de PMA que los CD73- (Massaia et al., 

1990; Thompson & Ruedi, 1989). Si bien, CD73 es una proteína anclada a 

membrana, carente de dominio intracelular mediante el cual señalizar y, por otro 

lado, es una proteína de la que no se conoce un posible ligando, sí se han podido 

determinar algunas de las proteínas con las que interactúa así como también 

proteínas esenciales en la señal de transducción desencadenada por CD73. A 
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través de experimentos de cocapping se ha demostrado que CD73 se asocia 

fuertemente con la proteína tirosina fosfatasa CD45RC, moderadamente con 

CD8 y débilmente con CD3, sugiriendo que la señalización de CD73 está 

acoplada a la del TCR (Dianzani et al., 1993). De hecho, por medio de estudios 

con células Jurkat lck KO transfectadas para que expresen CD73 humano, se ha 

demostrado que la tirosina quinasa Lck (importante para el inicio de la cascada 

de señalización río abajo del TCR) es requerida en la señalización 

desencadenada por CD73 (Resta et al., 1994). Además, se han estimulado 

linfocitos T murinos fyn KO con un anticuerpo contra CD73 y PMA a una 

concentración subóptima y se ha observado que a diferencia de los linfocitos T 

silvestres, los linfocitos T CD8+ fyn KO son incapaces de proliferar y de secretar 

IL-2 en estas condiciones, demostrando así el requerimiento de la tirosina 

quinasa Fyn en la transducción de señales dependiente de CD73 (Yamashita et 

al., 1998). En adición, a través de experimentos de agotamiento in vitro de 

linfocitos OT-I vírgenes CD73- y CD73+ sorteados, hemos podido observar en el 

laboratorio que en relación a los CD73-, los cultivos iniciados con células CD73+ 

tienen niveles de expresión más altos de CD69 y CD25, así como un mayor 

número de células al día 2 de iniciado el cultivo (Anexo 1D y E). Los niveles de 

expresión de CD69 y CD25 en los cultivos iniciados con linfocitos OT-I vírgenes 

CD73-, sin embargo, se observaron más altos que en los cultivos iniciados con 

células OT-I vírgenes CD73+ al día 5 del cultivo (Anexo 1G), sugiriendo un 

posible retardo en la activación de los linfocitos OT-I vírgenes CD73- respecto a 

los CD73+. Por otro lado, se ha descrito además que la actividad catalítica 

productora de adenosina de CD73 no es requerida para su función como proteína 

coestimuladora (Gutensohn et al., 1995). De hecho, los anticuerpos contra CD73 

con los que se ha probado su actividad coestimuladora son anticuerpos que 

también inhiben la actividad catalítica de CD73, como el clon 1E9 para CD73 

humano o el clon TY/23 para CD73 murino (Dianzani et al., 1993; Thomson et al., 

1990; Yamashita et al., 1998). Así, los resultados de este trabajo que apuntan que 

CD73 promueve la diferenciación de los linfocitos T CD8+ agotados pero que la 
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adenosina mediante A2AR limita este proceso se explican con una función 

coestimuladora de CD73 en los linfocitos T CD8+.  

 

CD73 podría ser relevante para promover la progresión de los linfocitos T 
CD8+ con características troncales a estados más diferenciados.  
 

El termino de troncalidad define el potencial de autorrenovación y de 

diferenciación que posee una célula (Mushtaq et al., 2020). En este trabajo, 

reportamos expresión de CD73 en linfocitos Tpex generados en distintos 

contextos y que CD73 está involucrado en la capacidad de diferenciación de 

estas células. Sin embargo, la expresión de CD73 no fue exclusiva de Tpex y es 

posible observarla en otras poblaciones de linfocitos T CD8+ intratumorales (ej: 

Tmem en Fig. 20), y de bazo, que, como los linfocitos Tpex, también expresaban 

moléculas asociadas a troncalidad como TCF1 y LY108 (ver Fig. 20 y 28). Si bien 

la coestimulación es un proceso que suele asociarse con la activación de células 

T vírgenes, la expresión de CD73 también puede ser beneficiosa para linfocitos 

T CD8+ que ya han sido activados. Se ha reportado que linfocitos T CD73+ de 

sangre periférica pueden activarse con concentraciones más bajas de PMA que 

linfocitos T CD73-, sugiriendo una mayor sensibilidad en la señalización del TCR 

en las células T CD73+ (Thompson & Ruedi, 1989). Así, la expresión de CD73 en 

los linfocitos T CD8+ TCF1+ y Tpex observados en este trabajo podría ser 

necesaria para disminuir el umbral de activación de estas células y, con esto, 

favorecer una activación y diferenciación más rápida. En el caso de los linfocitos 

Tpex, la señal proporcionada por CD73 podría ser beneficiosa para su 

diferenciación hacia linfocitos productores de citoquinas efectoras, como se 

observó en los experimentos de agotamiento in vitro de linfocitos OT-I vírgenes 

WT y CD73 KO en este trabajo (ver Fig. 13). Además, como se mencionaba 

anteriormente, la coestimulación se suele asociar con la activación de linfocitos 

T vírgenes y se ha reportado que CD73 proporciona señales accesorias que 

permiten la activación de estas células via CD3/TCR (Dianzani et al., 1993). 
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Interesantemente, un estudio reciente demostró que los cambios epigenéticos y 

transcriptómicos que llevan al agotamiento en los linfocitos T CD8+ pueden 

comenzar dentro de las primeras horas de su activación y que estos se ven 

estabilizados y/o reforzados con la activación crónica de estas células con el 

pasar de los días (Rudloff et al., 2023). De este modo, CD73 como molécula de 

coestimulación podría estar favoreciendo el agotamiento en etapas tempranas de 

este proceso.  

Así, CD73 puede ser relevante para promover la diferenciación y 

agotamiento de linfocitos T CD8+ en etapas tempranas de activación, como lo es 

para los linfocitos T vírgenes, como también para la diferenciación de linfocitos 

Tpex a Tex. La confirmación de esta hipótesis queda para estudios posteriores.  

 

La adenosina por medio de A2AR disminuye la diferenciación de linfocitos 
T CD8+ agotados.  
 

En contraste con CD73, la adenosina vía A2AR retrasa la diferenciación 

terminal de los linfocitos Tpex. Nuestros experimentos con agonistas y 

antagonistas específicos de A2AR demostraron que la señalización de adenosina 

vía A2AR protege a los linfocitos T CD8+ del agotamiento terminal. 

El estudio de la expresión de los receptores de adenosina en los linfocitos 

OT-I agotados in vitro demostró una expresión predominante del receptor A2AR 

en estas poblaciones, lo que va de acuerdo con lo descrito con la literatura para 

los linfocitos T CD8+ (Vijayan et al., 2017). Así mismo, y similar a lo descrito en 

otras células inmunes (Al-Taei et al., 2017; Bao et al., 2016), se observó que el 

uso del análogo de la adenosina NECA y del agonista específico de A2AR CGS-

21680 promovieron la expresión de CD73 en los linfocitos T CD8+, corroborando 

la acción de estos reactivos. Así, si el papel de CD73 promoviendo la 

diferenciación de los linfocitos T CD8+ y el agotamiento depende de su actividad 

ectonucleotidasa productora de adenosina, se esperaba que el uso de agonistas 

de A2AR generara más Tex en cultivo. Sin embargo, mientras que CD73 
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promovía la generación de células más diferenciadas en cultivo, A2AR resultó 

disminuir la formación de éstas. El uso de los agonistas en el cultivo de 

agotamiento promovió un aumento en la frecuencia de células T agotadas que 

expresan CD73 y CD62L, ambas proteínas asociadas a estados más troncales 

de diferenciación. Además, los agonistas disminuyeron los niveles de expresión 

de TOX y PD-1 en los linfocitos T CD8+ agotados in vitro, ambas moléculas 

asociadas al agotamiento. En adición, el uso del agonista específico de A2AR 

CGS-21680 redujo significativamente la frecuencia de células Tex en los cultivos 

relativo al control. Por otro lado, el uso del antagonista específico de A2AR 

SCH58261 redujo el número de células totales al final del cultivo en relación con 

el control, sugiriendo que la señalización de adenosina puede ser necesaria en 

algún grado para la mantención de los linfocitos T CD8+.    

Con el uso del antagonista específico de A2AR SYN115 en ratones 

portadores de tumor se observó que la frecuencia de Tex, de células T CD8+ 

TOX+, PD-1hi y CD39hi aumentaba mientras que el porcentaje de células CD73+ 

y TCF1+ disminuía significativamente relativo a los ratones control, sugiriendo 

que A2AR retrasa el agotamiento, en línea con las observaciones in vitro. 

De esta manera, en su conjunto, los resultados de este trabajo sugieren 

que la señalización de adenosina por medio de A2AR inhibe el proceso de 

agotamiento y favorece estados menos diferenciados en los linfocitos T CD8+.  

 

La señalización de adenosina por medio de A2AR reduce el agotamiento 
terminal al disminuir la fuerza de la señal del TCR. 

 

Con el uso de agonistas y antagonistas de A2AR durante el agotamiento 

in vitro de linfocitos OT-I fue posible comprobar que la señalización de adenosina 

de A2AR disminuye la expresión de moléculas asociadas a la activación de los 

linfocitos T, como CD69, CD25 y CD44. Este resultado está de acuerdo con lo 

que se ha descrito en la literatura, donde la señalización de adenosina por medio 

de A2AR genera un aumento de AMP cíclico intracelular, seguido por activación 
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de la proteína quinasa A, la cual disminuye la activación de la vía Akt mediada 

por la señalización del TCR (Bono et al., 2015). Esto sugiere que la adenosina 

podría promover estados más troncales al disminuir la fuerza de la señal de 

activación del TCR y con esto proteger a los linfocitos T CD8+ de un agotamiento 

excesivo.  

Interesantemente, se ha planteado para PD-1 un papel similar al 

presentado en este trabajo para A2AR, en la reducción de la señal de activación 

de los linfocitos T (Odorizzi et al., 2015). Si bien PD-1 es una proteína que se ha 

asociado con el agotamiento, esta no es requerida para generar Tex. De hecho, 

la ausencia genética de PD-1 en los linfocitos T CD8+ genera una acumulación 

de Tex en el contexto de infecciones crónicas (Odorizzi et al., 2015). Así, se ha 

propuesto que PD-1 podría expresarse en los linfocitos T CD8+ agotados para 

proteger a estas células de una diferenciación terminal excesiva. De modo similar 

a PD-1, la señalización de adenosina por medio de A2AR podría proteger a los 

linfocitos T CD8+ del agotamiento terminal, sobre todo considerando que el 

mecanismo principal por el que PD-1 actúa en los linfocitos T CD8+ también es 

inhibiendo la señal de activación río abajo del TCR (Hashimoto et al., 2018). Esta 

idea se ve reforzada con los resultados obtenidos con el uso del antagonista 

específico de A2AR SYN115 en ratones con tumor, donde el bloqueo de la 

señalización de adenosina mediante A2AR aumentó la frecuencia de células T 

CD8+ agotadas intratumorales y disminuyó la frecuencia de células T CD8+ 

TCF1+ relativo al grupo control, mientras que no alteró la frecuencia de linfocitos 

Tpex. La ausencia de diferencias significativas en el número total de linfocitos T 

CD8+ con el uso de SYN115 sugiere además que el aumento de los linfocitos Tex 

se debe a una posible diferenciación y agotamiento desde los linfocitos T CD8+ 

TCF1+. En adición, se ha reportado que los linfocitos T agotados pueden 

originarse desde linfocitos T precursores de memoria con baja expresión de 

KLRG1, que podrían estar presentes dentro de las poblaciones T CD8+ TCF1+ 

intratumorales observadas en este trabajo (Angelosanto et al., 2012). Finalmente, 

los resultados obtenidos con el uso del antagonista de A2AR SYN115 durante la 
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respuesta antitumoral de los linfocitos T CD8+, complementan las observaciones 

reportadas utilizando aproximaciones genéticas como el uso de linfocitos T A2AR 

KO, donde la expresión de A2AR resultó importante para la mantención de los 

linfocitos T y su diferenciación en células efectora/memoria (CD44+) (Cekic & 

Linden, 2014). 

Así, los resultados sugieren que al menos parte de la señalización de 

adenosina limita el avance del agotamiento en los linfocitos T CD8+. 

 

CD73 y la señalización de adenosina mediante A2AR tienen roles diferentes 
pero complementarios en el agotamiento de los linfocitos T CD8+. 
 

En conjunto, los resultados apuntan a roles contrapuestos para la 

adenosina y CD73 en el agotamiento de los linfocitos T CD8+. Mientras la 

adenosina parece reducir el proceso de agotamiento desde Tpex hacia células 

más diferenciadas, CD73 parece promover el agotamiento de forma 

independiente a su actividad catalítica. Además, los resultados de este trabajo 

van en línea con lo que se ha reportado para A2AR como receptor que disminuye 

la fuerza de la señal del TCR (Bono et al., 2015) y para CD73 como molécula 

coestimuladora que favorece la activación de las células T (Dianzani et al., 1993; 

Gutensohn et al., 1995; Massaia et al., 1990; Resta et al., 1994; Resta & 

Thompson, 1997; Resta et al., 1998; Thompson & Ruedi, 1989; Thompson et al., 

1989). Interesantemente, mientras CD73 promovió la expresión de A2AR, la 

adenosina a través de A2AR promovió la expresión de CD73. Así, los Tpex que 

en este trabajo se caracterizaron por expresar CD73 y A2AR podrían requerir de 

ambos para mantener la respuesta citotóxica contra el tumor. Por un lado, CD73 

podría ser beneficioso para que los linfocitos Tpex se diferencien a Tex, que son 

las células que atacan directamente al tumor. Por otro lado, la señalización de 

adenosina mediante A2AR podría estar involucrada en la mantención de los 

linfocitos Tpex. Además, es posible que CD73 tome un papel más preponderante 

en la activación de los linfocito T CD8+ vírgenes y posteriormente en la 
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diferenciación de Tpex a Tex, ya que los linfocitos Tpex estan enriquecidos en 

CD73, mientras que la señalización de adenosina vía A2AR puede estar evitando 

una activación excesiva que podría llevar a la muerte, tomando un papel más 

preponderante promoviendo la mantención de las células Tpex y Tex en el nicho 

tumoral. De esta manera, los resultados están en línea con lo planteado en la 

hipótesis científica de este trabajo. 

 

El bloqueo de la señalización de adenosina mediada por A2AR utilizando 
SYN115 puede potenciar la eficacia de la terapia anti PD-1 al potenciar la 
diferenciación de linfocitos Tpex hacia linfocitos T CD8+ más diferenciados 
y funcionales. 

 

 Los resultados obtenidos sugieren al menos dos posibles mecanismos por 

los cuales la inhibición de la señalización de adenosina por medio de A2AR con 

SYN115 podría potenciar la terapia anti PD-1. El primero correspondería al 

aumento en los estados de diferenciación que provoca el uso del inhibidor en los 

linfocitos T CD8+, permitiendo la generación de células reactivas al tumor, más 

diferenciadas y potencialmente más citotóxicas. Se ha descrito que el uso de la 

terapia anti PD-1 induce un estallido proliferativo de Tpex que resulta en un 

aumento del número de estas células y su progenie Tex (Kallies et al., 2020; Miller 

et al., 2019; Siddiqui et al., 2019). Así, la terapia anti PD-1 genera un mayor 

número de Tpex que pueden ser objetivo del tratamiento con SYN115 al expresar 

A2AR, y con esto generar aún más Tex reactivas al tumor. El segundo mecanismo 

correspondería al aumento en la frecuencia de células que expresan altos niveles 

de PD-1 que provoca la inhibición de la señalización de la adenosina vía A2AR 

con SYN115. Al aumentar los niveles de expresión de PD-1 en los linfocitos T 

CD8+, aumenta también la probabilidad con la que la terapia anti PD-1 se une a 

su objetivo en la superficie de las células. No obstante, se ha descrito que solo 

los Tpex y no los Tex responden con el estallido proliferativo a la terapia anti PD-

1 (Kallies et al., 2020; Miller et al., 2019; Siddiqui et al., 2019), y en este trabajo 
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no se encontraron diferencias en los niveles de expresión de PD-1 dentro de la 

población Tpex entre los grupos con y sin el bloqueo de A2AR. Así los resultados 

apoyan principalmente el primer mecanismo planteado y que va de acuerdo a la 

hipótesis tecnológica de este trabajo. 

 

Las terapias de transferencia adoptiva de linfocitos T CD8+ deficientes en 
CD73 pueden ser más efectivas que el bloqueo sistémico de la acción de 
A2AR o CD73.  
 

En los últimos años se han propuesto terapias sistémicas contra el cáncer 

que buscan inhibir la actividad enzimática de CD73 como productor de adenosina 

o la señalización de adenosina mediante A2AR (Allard et al., 2013; Beavis et al., 

2015; Deng et al., 2018; Myojin, 2023). Sin embargo, a menudo estas terapias 

suelen utilizarse en combinación con otras como por ejemplo la terapia anti PD-

1 para observar un beneficio mayor, normalmente como efecto sinérgico (Allard 

et al., 2013; Beavis et al., 2015; Myojin, 2023). De hecho, en este trabajo no se 

observó una reducción significativa del crecimiento tumoral con el uso del 

antagonista de A2AR SYN115. Además, los resultados de este trabajo, así como 

los reportados por el grupo de Cekic (Cekic & Linden, 2014) sugieren que algo 

de señalización de adenosina vía A2AR puede ser beneficiosa para la 

mantención de los linfocitos T CD8+ y el retardo de la diferenciación terminal en 

estas células. Por otro lado, las observaciones sobre el papel de CD73 en el 

agotamiento en este trabajo sugieren que cumple un rol como coestimulador que 

puede estar favoreciendo o acelerando la activación y en consecuencia la 

diferenciación terminal de los linfocitos T CD8+. Experimentos previos sobre el 

estudio del rol coestimulador de CD73 activando la señal con anticuerpo 

específicos contra esta molécula se han hecho utilizando anticuerpos que 

también inhiben su actividad catalítica (Dianzani et al., 1993; Yamashita et al., 

1998). De esta manera, las terapias actuales con anticuerpos que bloquean la 

actividad enzimática de CD73 pueden estar además activando la actividad 
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coestimuladora de CD73 y acelerando contraproducentemente el agotamiento en 

los linfocitos T CD8+. En línea con esto, en un estudio en que se bloqueó CD73 

con un anticuerpo que inhibe su actividad catalítica en ratones con tumor, si bien 

se logró restaurar parte de la función efectora de los linfocitos T CD8+, en esa 

misma publicación se reportó que existían linfocitos T CD8+ “con un fenotipo 

resistente” a la terapia que de hecho expresaban altos niveles de CD73 y que 

con la terapia aumentaban la expresión de los receptores inhibitorio PD-1 y 

CTLA-4 (Deng et al., 2018). Así la inhibición sistémica de la actividad catalítica 

de CD73 o de la señalización de adenosina vía A2AR pueden tener efectos 

negativos para la sobrevida o el potencial efector de los linfocitos T CD8+. 

En este trabajo se observó mediante aproximaciones in vitro e in vivo que 

los linfocitos T CD8+ CD73 KO alcanzaban un estado Tpex, pero que a diferencia 

de los linfocitos T CD8+ silvestres, presentaban mayor mantención y un retardo 

o una disminución en la adquisición de características de células menos troncales 

y más agotadas. Así para las terapias de transferencia adoptiva de linfocitos T 

CD8+ o de células T con receptor quimérico de antígeno, evitar la expresión de 

CD73 en estas células puede resultar en un mejoramiento en la mantención de 

los linfocitos T CD8+ reinfundidos y respuestas antitumorales más eficaces al 

retardar el agotamiento de estas células en el paciente. 
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5. CONCLUSIONES 
 

 

 

En base a este trabajo se obtuvieron resultados que evidencian que CD73 

y el producto de su actividad catalítica, adenosina, tienen papeles diferentes en 

el agotamiento (Figura 30). Por un lado, los resultados sugieren que CD73 de 

manera independiente a su actividad catalítica promueve la diferenciación de 

linfocitos Tpex a células agotadas más diferenciadas in vitro mientras disminuye 

la capacidad de sobrevida o mantención de los linfocitos T CD8+ en el contexto 

del agotamiento in vivo. Por otro lado, la adenosina mediante su señalización a 

través de A2AR reduce la diferenciación desde linfocitos Tpex a Tex tanto in vitro 

como in vivo. Además, mientras CD73 promovió la expresión de A2AR, la 

activación de A2AR promovió la expresión de CD73, indicando un posible 

mecanismo de retroalimentación entre ambos componentes que podría estar 

regulando el proceso de agotamiento en los linfocitos T CD8+.  

Los resultados de este trabajo además indicaron que el bloqueo de la 

señalización de adenosina favorece la generación de linfocitos T CD8+ agotados 

sin disminuir la proporción de Tpex en el nicho tumoral. Con esto, los datos 

proporcionados por este trabajo apoyan un mecanismo por el cuál la inclusión de 

este tratamiento puede potenciar la terapia anti PD-1 al favorecer la generación 

de células diferenciadas reactivas al tumor derivadas desde Tpex. Sin embargo, 

las observaciones de este trabajo también sugieren el desarrollo de terapias de 

transferencia adoptiva de linfocitos T CD8+ que carezcan de expresión de CD73 

por sobre el bloqueo sistémico de CD73 o A2AR.  
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Figura 30. CD73 contribuye al avance del agotamiento de Tpex a Tex mientras la 
adenosina vía A2AR retarda este proceso.  
1. La expresión de CD73 en los linfocitos T CD8+ se asocia al fenotipo Tpex y favorece 
la diferenciación de los linfocitos T CD8+ hacia un estado más agotado en contextos de 
estímulo crónico, potencialmente actuando como molécula coestimuladora. 2. La 
señalización de adenosina mediante A2AR en los linfocitos T CD8+ promueve 
características troncales como la sobrevida o mantención y retarda la formación de Tex, 
potencialmente al reducir la señal de activación del TCR.  

 
 
 
 

6. PROYECCIONES  
 

 

 

Con los resultados obtenidos en este trabajo sobre el papel de CD73 y de 

la señalización de adenosina en el proceso de agotamiento de los linfocitos T 

CD8+ quedan abiertas algunas preguntas que pueden entregar más información 

relevante para el desarrollo de inmunoterapias. Entre estás queda por evaluar si 

la expresión de CD73 cumple un papel relevante para los linfocitos Tpex en su 

diferenciación a Tex. Para responder a esto se proponen experimentos de 

cotransferencia de linfocitos Tpex OT-I WT y OT-I CD73 KO generados in vitro a 

ratones portadores de tumor B16.OVA. De manera similar, también queda por 

estudiar si la activación de A2AR influye sobre el agotamiento de los linfocitos T 

CD8+ antes y/o después de la formación de Tpex. El agotamiento in vitro de 

linfocitos OT-I A2AR KO y su contraparte WT o experimentos de cotransferencia 
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de estas células a ratones portadores de tumor B16.OVA también pueden 

complementar los resultados de este trabajo. Además, queda abierta la pregunta 

sobre cuál es el ligando de CD73 que activa su actividad coestimuladora, para 

mejorar el entendimiento sobre el mecanismo por el cual actúa esta ectoenzima 

y su aprovechamiento en inmunoterapias. Finalmente, se propone el estudio de 

las poblaciones Tpex y Tex frente a una terapia combinada con SYN115 y anti 

PD-1 en ratones con tumor B16.OVA. El aumento en la frecuencia y número de 

linfocitos Tex relativo al control solo con administración de SYN115 y solo de anti 

PD-1 terminaría por validar la hipótesis tecnológica de este trabajo. La respuesta 

a estas preguntas pendientes y los resultados de este trabajo pueden entregar 

información valiosa que se podría aprovechar por ejemplo en terapia de 

transferencia celular adoptiva, generando células T CD8+ deficientes en la 

expresión de CD73 con un receptor de antígeno quimérico obtenidas desde el 

paciente, y expandiéndolas in vitro para posteriormente reinfundirlas en el 

paciente. En relación con A2AR y el aprovechamiento de su señalización en 

terapias contra el cáncer, se podría evaluar si los linfocitos Tpex generados con 

estímulo crónico in vitro en presencia de IL-7 e IL-15 y de un agonista de A2AR 

(para favorecer la adquisición de características troncales), son más efectivos en 

generar protección frente a un tumor de melanoma en ratón que los linfocitos 

Tpex generados sin el agonista.  
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8. ANEXO 
 
 
 
 

 
Anexo 1. La expresión de CD73 en los linfocitos T CD8+ vírgenes acelera su 
activación bajo estímulo antigénico crónico in vitro. 
Linfocitos OT-I vírgenes (CD3+CD8+CD44-CD62L+) CD73- y CD73+ fueron sorteados 
y activados de forma crónica in vitro y se analizó la expresión de los marcadores de 
activación CD69 y CD25 por citometría de flujo al día 2 y 5 de iniciado el cultivo. A. 
Citometría de flujo representativa de los linfocitos OT-I antes del sorting. B. Citometría 
de flujo representativa de los linfocitos OT-I vírgenes CD73- posterior al sorting. C. 
Citometría de flujo representativa de los linfocitos OT-I vírgenes CD73+ posterior al 
sorting. D. Recuento celular al día 2 del cultivo por cada 5 x 105 células de input. E. gMFI 
de CD69 (izquierda) y CD25 (derecha) al día 2 del cultivo iniciado con las células 
indicadas. F. Recuento celular al día 5 del cultivo por cada 5 x 105 células de input. G. 
gMFI de CD69 (izquierda) y CD25 (derecha) al día 5 del cultivo iniciado con las células 
indicadas. D-G. n=3, t-test pareado. * p £ 0,05, ** p £ 0,01. 
 
 
 
 
 
 
 
 


