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RESUMEN

Los tumores sdlidos son extensamente infiltrados por células del sisterna inmune (S1).
Dentro del microambiente tumoral, una dindmica interaccion entre las células
infiltrantes y las células neoplisicas, como asimismo entre las células infiltrantes entre
si, resulta en el establecimiento de una respuesta inmune in situ, que generalmente
favorece la progresion tumorall?, Este se debe a que las células tumorales emplean
diversos mecanismos que actian en concierto para evadir la respuesta inmune. En este
sentido, se ha demostrado que lineas tumorales de diversos origenes inducen
senescencia en Linfocitos T [LiT) humanos de donantes sanos®Y. En concordancia con
estos resultados, se ha reportado que LiT con caracteristicas de senescencia se
encuentran incrementados en sangre periférica ¢ infiltrando tumores primarios v
metdstasis en pacientes con cancer®®, Asimismo, se ha reportade que LiT senescentes
son capaces de suprimir respuestas linfoproliferativas?5, sugiriendo que su presencia en
el nicho tumoral podria favorecer la progresion tumaoral.

Basindonos en reportes previos v en resultados de nuestro grupo de trabajo,
construimos la hipétesis que forma parte de esta Tesis Doctoral El microambiente
tumoral conforma una red muy compleja en la cual las células interaccionan entre si, ya
sea por medio de factores solubles o moléculas de superficie. Asi, postulamos que las
células cancerosas pueden llevar a los LIT CD4+ y CDA+ a un estado disfuncional v a
adquirir un fenotipo que se correlaciona con la senescencia. Estos LiT senescentes que
estdn arrestados en el ciclo celular y que ademas son capaces de suprimir una respuesta
linfoproliferativa de células T, podrian modular tanto en sangre periférica como en el
tumor la respuesta mediada por otras células del SI, tanto innato como adaptativo
favoreciendo el desarrollo tumoral. De esta manera, lo induccidn de senescencia en fos LIT
podria plantearse come un nuevo mecanismo de evasidn de la respuesta inmune.

Utilizando como modelo experimental un sistema de induccion de senescencia in vitro
desarrollade en nuestro laboratorio, se planted como objetivo general evaluar si LiT
CD4+ y CDB+ senescentes inducidos por tumores (LIT 51T) eran capaces de modular la
respuesta de otras células del 51 impactando de esta manera en la respuesta inmune
frente a tumores. En consecuencia, en primer lugar se propuso estudiar caracteristicas

fenotipicas v funcionales de la poblacidén de LiT SIT gue puedan impactar en la



modulacion de otras peblaciones celulares. En segundo lugar, dado que macrdfagos y
LIT son células claves en la progresidn tumoral, se propuso evaluar si LIT SIT eran
capaces de modular monecitos/macrofagos (Mo/Ma) humanos.

La evaluacién fenotipica vy funcional de LiT SIT reveld que estas células constituyen
una poblacion disfunciomal per se, ya que son incapaces de producir citoquinas camo 1L-
2, IFN-y, TNF, IL-6 & 1L-10. Ademas, LiT CD8+ SIT presentan una capacidad de
degranulacion disminuida, sugiriende que su capacidad citotdxica estd afectada. En
concordancia con su fenotipo de senescencia, que Incluye pérdida de la expresidn de las
moléculas co-estimulatorias CD2Y v CD28, v acortamiento de sus telémeros, dichas
células expresan altos niveles de los receptores inhibitorios Tim-3 y KLRG-1, pero no de
PD-1. Ademas, exhiben niveles reducidos de la cadena  del complejo de sefializacion del
TCR. Por otro lado, factores de transcripcion involucrados en la diferenciacion y funcidn
efectora de LIiT se encuentran disminuides o ausentes en LiT SIT. Confirmando
resultados previos®s, se observd que los LIT SIT suprimen la proliferacion de LIT
autdlogos. Interesantemente, el estudio cinetico de supresion de la linfoproliferacion
realizade reveld gue la supresién mediada por LiT SIT es un evento que ocurre
tempranamente, sugiriendo que los LiT SIT constituyen, ademas, una poblacidn
regulutoria per se. De hecho, se demostrd que un gran porcentaje de los LiT SIT, aan en
ausencia de estimulo, expresan en superficie moléculas inmuno-moduladoras como PD-
L1 (ligando de PD-1} y Galectina-9 (ligando de Tim-3) gue han sido implicadas en el
control de respuestas linfoproliferativas.

Por otra parte, se demostrd que LiT CD4+ v CD8+ 5IT son capaces de modular |a
activacion de Mo/Ma autdlogos hacia un perfil pro-inflamatorio y pro-angiogénico. Asi,
luego del co-cultive con los LiT SIT, los Mo/Ma expresaron mayvores niveles de la
molécula CD16 [marcador de macrdfagos M1, pro-inflamatorios) y menores de la
molécula CD206 (marcador de macrofagos MZ, anti-inflamatorios), Sin embargo, no
mostraron cambios en su capacidad fagocitica ni en la expresion de moléculas co-
estimulatorias o del complejo mayor de histocompatibilidad. En concordancia con su
fenotipe de activacion clasica (M 1), un mayor porcentaje de los Mo/Ma modulados por
los LiT SIT produjeron especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Ademads, secretaron
mayores niveles de citoquinas pro-inflamatorias tales como TNF, IL-6 e IL-13 ¥ menores

cantidades de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. En relacidén con su activacion hacia un
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perfil inflamatorio, Mo/Ma modulados por los LiT 5IT exhibieron una mayor activacidn
de la via candnica de NF-kB. De acuerdo con reportes que demuestran una estrecha
relacion entre la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, la activacion de la via de
MF-kB v la produccion de factores angiogénicos, se encontrd gque los Mo/Ma
incrementaron la produccion de IL-8, VEGF-A v MMP-9 luego del cultivoe con los LiT SIT
& interesantemente, mostraron cantidades reducidas del Factor angiostatice IP-10, De
acuerdo con el rol bien establecido de estos factores en la progresion tumaral, se
observd que mediador/es presente/s en los sobrenadantes de co-cultivos de los Mo/Ma
con LiT SIT promueve/n la sobrevida de células tumorales v la formacion de tibulos por
parte de células endoteliales humanas en ensavos in witre. En concordancia con la
incapacidad de los LiT SIT para producir citoguinas, se demostré que la medulacién de
los Mo/Ma por dichas células requiere el contacto Mo/Ma-LIT SIT. Aungue fos LiT CD4+
SIT muestran un comportamiento diferente al de los LIT CDB+ 5IT, el bloqueo de la
interaccion entre dichas células con anticuerpos monoclonales dirigidos contra las
moléculas Tim-3 vy CD40L, diferencialmente expresadas en los LiT SIT, redujo
significativamente la produccidn de citoquinas pro-inflamatorias v factores angiogénicos
en la mayoria de los donantes evaluados. Aungue no es posible descartar vias
adicionales, estos resultados indican gue las vias Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40 estin
implicadas en la modulacidon de los Mo/Ma inducida por les LiT 51T,

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral permiten demostrar que los LiT 81T
son jugadores relevantes en la compleja interaccion entre células tumaorales ¥ células del
51 infiltrantes que potencialmente faverece la progresidn tumoral Por ello, estas
interacciones deberian ser consideradas con el fin de adaptar mejor la Inmunoterapia

contra el cincer,
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1.1. EL CANCER EN CIFRAS

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial, La Qrganizacion Mundial
de la alud (OMS) ha reportado que a nivel mundial, durante el afie 2012 el nimero de
defunciones ocurridas por cdncer alcanzd los 8,2 millones.

De acuerdo a las estimaciones realizadas por la Agencia Internacional de
Investigacion por el Cancer, la Argentina se encuentra dentro del rango de paises con
incidencia de cancer media-alta (172.3-242.9 casos cada 100.000 habitantes en el afio
2012). Esta estimacion corresponde a mas de 100.000 casos nuevos de cincer en ambos
SENOS pOr afio, con porcentajes similares tamto en hombres como en mujeres. En
Argentina, los tumores malignos constituyen la principal causa de muerte entre los 40 y
los 64 afios, y la segunda en los grupos de 5 a 39 afios v en mayores de 64 (Fuente:
[nstituto Nacional del Cancer, INC, Ministerio de Salud de la Nacidn).

El cdncer se inicia con la transformacion de una célula normal en tumoral y es un
proceso multifasico que suele consistir en la progresion de una lesidn precancerosa a un
tumor maligno. Estas alteraciones son el resultado de la interaccion entre factores
genéticos del paciente y agentes externos como carcindgenos gquimicos, fisicos y
biologicos, Dichos agentes externos que han sido definidos por la OMS son, la mayoria,
prevenibles,

En los tltimos afios, se han realizado grandes avances que han permitido un mejor
entendimiento de las bases moleculares v del rol del 51 en la progresién tumaoral, Sin
embargo, las cifras de incidencia y muerte por cincer indican claramente que todavia
guedan muchos obstaculos por resolver. La investigacion basica en inmunologia tumoral
constituye un pilar fundamental en el gue se apoya actualmente la mayoria de los
adelantos en la terapéutica del cincer. El desafio consiste en potenciar o mejorar la
respuesta inmune anti-tumoral, disminuir la inmuno-supresién y evitar la angiogénesis.
De esta manera, se podria generar un rechazo del tumor o bien un estado de equilibrio
entre hospedador-tumor que convierta al cdncer en una enfermedad crénica controlada

con la que el paciente pueda vivir.




1.2, LOS RASGOS DISTINTIVOS DEL CANCER

Los tumores solidos estin compuestos por células neopldsicas, colectivamente
lamadas parénguima, v elementos no tumorales, el estroma, que es altamente complejo
v estd compuesto por; células madre mesenguimales, fibroblastos, células del sistema
inmune tanto innato como adaptativo, vasos sanguineos y linfiticos y células
perivasculares mesenguimales (pericitos), todos embebidos en una matriz extracelular?,

La evolucion de células recientemente transformadas constituye un proceso gue
involucra maltiples pasos y la adquisicion de rasgos caracteristicos gque son el sello de
una célula maligna. Estas caracteristicas han sido sintetizadas por Hanahan y Weinberg®
quienes sugirieron que el inmenso catilogo de genotipos de células tumorales es una
manifestacién de seis alteraciones esenciales en la fisioclogia celular gque colectivamente
comandan el crecimiento maligne (Figura 1]. Las primeras cuatro caracteristicas
incluyen: (a) autosuficlencia en los sefdales de crecimiento, que se traduce en una
sostenida sefalizacion de proliferacion; (b) insensibilidad o las sefdales inhibitorias de
crecimienta; (¢ resistencia a la muerte celular progromada y [d) potencial replicative
ilimitado. Todas ellas representan modificaciones intrinsecas en la capacidad
replicativa de las células transformadas, que dependen en parte de mutaciones
somadticas progresivas o modificaciones epigenéticas en tumores en evolucion, Las otras
dos caracteristicas: (e] ongiogénesis sostenida y (f) invasion tisular y metdstasis
constituyen una capacidad adquirida de las células tumorales para crecer vy diseminarse
a sitios distantes a través de la modificacidn de su microambiente {Figura 1).

Estudios mas recientes sugieren que dos atributos adicionales de las células
tumaorales estin involucrados en la patogénesis de algunos o tal vez todos los canceres.
Uno de ellos consiste en la capacidad de modificar o reprogramar el metabelismo celular
con el fin de apoyar mas eficazmente la proliferacion neoplasica. El segundo permite que
las células cancerosas puedan evadir la destruccion inmunoldgica mediada por linfocitos
T v B, macrifagos, v células asesinas naturales (células NE, del inglés: patural killer).
Ambos atributos facilitan el desarrollo ¥ la progresidn tumoral por lo que en la

actualidad son considerados caracteristicas distintivas emergentes del cancer? (Figura 1).
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En viedets ¥ ross, estan representidas Jas ewaceristicas  autonomas de las oflulas  tamorales,
cobmleps nte propuestas por Hanahan v Weinberp comn caracteristicas emerpenies del cancer

Emazul ¥ marank, s resalian las caracieristicas "habilitanies” del cincer,

Adaprido de: Hamalan I v Weinberg £A, Cell 2001

For otro lado, se ha demostrado gue las células tumorales poseen atributos
habilitantes que facilitan la adquisicion de las caracteristicas distintivas arriba
mencionadas, Uno de estos atributos "habilitantes” es el desarrollo de la inestabilidad
gendmica que genera mutaciones aleatorias, incluyendo rearreglos cromosomales, que
dotan a las células cancerosas con las alteraciones genéticas que conducen a la
progresion tumoral. El segundo atributo quizds el mas estudiado durante la dltima
década, esta representado por la inflamacidn asociada al tumor® (Figura 1). En este
sentido, numerosos trabajos han demostrado gue un componente inflamatorio es una

caracteristica comin a la mayoria de, sino todos, los tumores solidos; ain aguellos que



no estan epidemioldgicamente relacionados a procesos inflamatorios crénicos? La
conexidn entre inflamacién v cincer es bidireccional. Evidenclas demuestran gue
procesos inflamatorios crdnicos coma aguellos asociados a infecciones, autoinmunidad
v obesidad, entre otros, pueden incrementar la velocidad de mutaciones e inestabilidad
genomica, enviando a células normales a una trayvectoria tumorigénica. Asimismo, el
dafio en el ADN conduce al desarrollo de una respuesta inflamatoria y asi promueve la
tumorigénesist®1l. Por otro lado, una fuerte respuesta inflamatoria puede iniciarse luego
de la terapia. En este sentido, se ha demostrado que la radiacion ¥ la quimioterapia al
causar muerte masiva de células tumorales v tejidos adyacentes, gatillan una respuesta
inflamatoria similar a la de los procesos de cicatrizacidn®1213,

Habitualmente, la inflamacion se manifiesta en respuesta a un dafio de las células o
tejidos de un organismo provocado por agentes patdgenos o por cualquier otro agresor
de naturaleza bioldgica, fisica, quimica o mecdnica. La respuesta inflamatoria surge
entonces con el fin de aislar v/o destruir al agente dafiino, como asi también para
reparar el tejido dafado. Se trata de una respuesta inespecifica, durante la cual acurren
tres hechos fundamentales: aumento del aporte sanguineo a la zona afectada,
incremento en la permeabilidad vascular v posteriormente la llegada de células del 51
innato y adaptativo. En el curso de una herida aséptica o en respuesta a una infeccidn,
las células inflamatorias aparecen fransientemente. En contraste, en sitios de
inflamacién crdnica como son las neoplasias, dichas células persisten v contribuyen al
mantenimiento del microambiente tumoral. De hecho, se ha demostrado que los
tumaores son extensamente infiltrados por células leucocitarias del 51 innato (incluyendo
macrifagos, neutrdfilos, células supresoras mieloides, células dendriticas y células NK) v
del 51 adaptative {que incluyen linfocitos T v B], que permanecen en estrecho contacto
con células neopldsicas y otras células estromales (revisado por Fridman y coll). Las
poblaciones celulares que infiltran los tumores se comunican por medio de contacto
directo o a través de la produccién de citoguinas, quemoquinas, prostaglandinas y
factores de crecimiento que pueden actuar de forma autdcrina yfo paricrina
sosteniendo el microambiente inflamatorio. Asi, los tumores son descriptos como
“heridas que nunca cicatrizan”.

La inflamacidn contribuye a la adquisicién de mdltiples capacidades distintivas del

cancer mediante el suministro de moléculas bicactivas al microambiente tumoral.




Dentro de dichas moléculas se pueden incluir: factores de crecimiento gue sostienen el
potencial proliferativo; factores de sobrevida que limitan la muerte de las células
tumorales; factores pro-angiogénicos v enzimas que modifican la matriz extracelular
facilitando la anpgiogénesis, la invasion vy la metistasis vy finalmente citoquinas v
gquemoguinas que amplifican el estado inflamatorio, asegurando el reclutamiento
continuo de células inflamatorias al nicho tumoral (revisados por Grivennikov y col.2).

Adicionalmente las células inflamatorias, particularmente macrifagos v células
supresoras de origen mieloide, pueden liberar especies reactivas de oxigeno e
intermediarios reactivos de nitrageno que inducen dafo en el ADN e inestahilidad
gendmica®, De manera que las células inflamatorias contribuyen también al desarrollo v
mantenimiento de una de las caracteristicas “habilitantes” del cancer. Asimismo,
especies reactivas de oxigeno pueden incrementar la expresidn y activacion de
metaloproteasas de matriz (MMPs, del inglés: matrix metalloproteinases), facilitando los
procesos de invasion y metdstasis1s,

Otro mecanismo a través del cual la inflamacién afecta a la progresién tumoral
invelucra el llamado "cambio angiogdénico” que permite al tumor un mayor suministro
sanguineo favoreciendo su crecimiento. Este mecanismo es gatillado por la hipoxia
(condicién que se genera ante baja tensidn de oxigeno en un tejido) ¥ depende en gran
medida del reclutamiento de monocitos/macréfagos al niche tumoral. En respuesta a
sefiales hipoxicas, los macrafagos asociados al tumor producen eitoquinas, quemogquinas
v factores pro-angiogénicos que contribuyen al crecimiento tumoral (revisados por
Lewis ¥ Pollard!%). Asl, la presencia de macrdfagos Infiltrando el tumor, parece ser
“obligatoria” para gatillar procesos de angiogénesis, invasién y metdstasis'”. Reforzando
este concepto, algunos autores proponen que dichas células constituyen uno de los
actores principales de la inflamacion asociada a tumores y por lo tanto de la progresion
tumaralt1i8,

Asimismo, se ha demostrade que la inflamacidn asociada al tumor participa en la
supresion de respuestas inmunolégicas anti-tumorales y afecta la respuesta a las drogas
guimioterapéuticas v /o terapias hormonales2 10,

A la luz de estos datos, se puede concluir que las respuestas inflamatorias juegan

roles decisivos en los diferentes estadios del desarrolle tumoral, incluvendo: la
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iniciacion, la promocidn y progresion tumoral como asi también la conversidn maligna,
la invasion y la metistasis.

Ademis de las células cancerosas, los tumores exhiben otra dimensién de
complejidad ya que confignen un repertorio diverse de coélulas reclutadas,
aparentemente normales, que contribuyen a la adquisicion de los rasgos distintivos a
través de la creacion del “microambiente tumoral®. Asi, la biclogia de un tumor sélo
puede ser comprendida a través del estudio tante individual como colective de las
distintas poblaciones celulares gque componen el nicho tumoral. El estudio de las
interacciones entre células neoplasicas y células del 51 como las interacciones de células
del 51 entre si, resulta trascendental para un mejor entendimiento de la contribucién de

este sistema a la progresion tumoral.



1.3. LA INMUNOEDICION DEL CANCER

La idea de que el Sl es capaz de controlar el cancer ha sido debatida durante los
tltimos 100 afos. La necion de que el 51 puede proteger al hospedador de enfermedades
neoplisicas fue inicialmente propuesta por Paul Ehrlich en 1909. Sin embargo, en ese
momento poco se sabia acerca de la composicion v funcidn del 51 por lo que resultéd casi
imposible validar esta hipotesis. En los anfos 50, Burnet ¥ Thomas introducen el
concepto de "inmunovigilancia del cdncer” y sugieren que la inmunidad adaptativa era
responsable de prevenir el desarrollo de cancer en hospedadores Inmunocompetentes
(revisado por Dunn, Old y Schreiber!?).

El interés en esta teoria fue reavivado hace unos afos, con un trabajo pionero de
Shankaran y col.”, En este trabajo, los autores demostraron que LiT e IFN-y (del inglés:
interferon gamma) colaboran para prevenir el desarrollo de tumores tanto espontineos
como inducidos por carcindgenos. Ademds observaron gue tumores inducides en
animales inmunodeficientes fueron mas inmunogénicos que aguellos desarrollados en
animales inmunocompetentes cuando ambos tumores fueron transplantados en
receptores alogénicos inmunocompetentes. Este descubrimiento reveld que el Si,
ademds de ser esencial para prevenir el desarrollo de tumores, paraddjicamente
condiciona la inmunogenicidad del tumor, favoreciendo un eventual crecimiento de
aquellos tumores que son mas capaces de escapar a la deteccion inmunologica. Asi, los
autores demostraron un rol dual anti- ¥ pro- tumoral del 51 en tumores en desarrollo.
Este hallazgo, llevd a los autores a postular gl concepto de “inmunoedicidn” del cincer
gue actualmente reemplaza al de “inmunovigilancia” acufiado hace décadas.

De acuerdo con ésta hipdtesis, el proceso de "fnmunoedicion” del cdncer se compone
de tres fases que Dunn, Old y Schreiber?® han denominado “Tas tres E de lo inmunoedicidn

del cancer™; Eliminacion, Equilibrio ¥ Escape (Figura 2).
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La primera fase, Eliminacidn, esencialmente se reflere a un evento de
“inmunovigilancio” del tumor, en la cual células del 51 innato vy adaptativo trabajan en
conjunto para reconocer v destruir tumores en desarrollo antes de que los mismos se
vuelvan clinicamente aparentes. Los mecanismos a través de los cuales el 51 es alertado
de la presencia de un tumaor en desarrallo no han side completamente dilucidados. Sin
embargo, se ha identificado que "senales de peligro” como la liberacidn de interferones
tipo | que ocurre tempranamente en tumores en desarrollo, podria activar a células
dendriticas ¥ asi promover la induccién de una respuesta inmune adaptativa®, En los
altimos afios, se ha demostrado que tejidos dafados v [as células tumorales en proceso
de muerte liberan maoléculas actualmente conocidas como DAMPs (patrones
moleculares asociados a dado, del inglés domage-gssocioted molecular pattern
maolecules). Dichas moléculas son capaces de activar fundamentalmente al 81 innato a
través de receptores altamente conservados como los receptores tipo Toll {TLRs, del
ingiés: Toll-{ike receptorg)®®. La activacidn del 5] innato conduce ademds, a la liberacidn
de citoguinas ¥ quemogquinas que facilitan el desarrollo de una respuesta inmune
adaptativa especifica contra el tumor, Asi, la activacion coordinada de ambos sistemas es
necesaria para proteger al hospedador de tumores en desarrollo. 5i la destruccion del
tumor es completa, la fase de eliminacion representa, al mismo tiempo, el principio y el
final del proceso de inmunocedicion. Dado que la fase de eliminacion precede a la
aparicion clinica de tamores, ain no ha sido directamente observada im wvive. Sin
embargo, su existencia se ha inferido de hechos como los siguientes: (a) aparicion mas
temprana o mayor incidencia de tumores en animales gque carecen de ciertas
subpoblaciones del 51; (b) por estudios comparativos de iniclacion y crecimiento
tumoral, como asi también aparicion de metastasis entre animales inmunodeficientes y
animales inmunocompetentes utilizados como control (revisados por Vesely v col.2%); (c)
por la mayor frecuencia de cancer documentada en ancianos donde la funcidn del Sl
comienza a declinar™* y (d) por la asociacion de procesos neoplasicos e
inmunodeficiencias tanto primarias como adquiridas?s-28 Estudios demuestran que

pacientes con inmunodeficiencias primarias exhiben una mayor incidencia de cincer?s,




Ademas, Sarcoma de Kaposi v Linfoma no-Hodgkin son algunas de las malignidades
prototipicamente asociadas a la infeccidn por el Yirus de [nmunodeficiencia Humana
[VIH)2728,

Respecto a la segunda fase, Equilibrio, se ha propuesto que es un perindo mas
prolongado en el cual el 51 ¥ aquellas células tumorales gque hayan sobrevivido a la fase
de eiiminacidn, entran en un equilibrio dindmico durante el cuoal, el SI previene el
crecimiento del tumor y al mismo tiempo condiciona la inmunogenicidad de las células
tumorales. La fose de equilibrio representa asi un estado de “latencia tumoral®, cuyo
crecimiento se encuentra controlado especificamente por el 51 del hospedador. Al
respecto, Koebel y col® utilizando un modelo murino de carcinogénesis guimiea
mediada por la inyeccidn del carcindgeno 3-metilgolgntreno (MCA), demostraron que
los componentes del 51 adaptativo son especificamente quienes mantienen oculto al
tumor en un estado de equilibrio, donde las células neoplasicas escasamente proliferan.
Ademais, los autores demostraron que este equilibrio es un componente esencial de la
inmunoedicidon del cincer ya que las células tumorales en equilibrio son altamente
inmunogénicas (“ne editadas”™), mientras que aquellas que comienzan a replicarse v
progresan hacia la fose de escope atendan su inmunogenicidad | “editodas™). Este trabajo
ha aportado evidencia cientifica de la inmunoedicion del cancer, ya que ha demostrado
que los mecanismos inmunologicos que participan en cada una de las etapas de esta
"edicién de un tumor” son diferentes,

En la tercera fase, Escape, las células tumorales que han burlado el reconocimiento y
la destruccion por el 51 en las foses de eliminacidon y equilibrio emergen como un tumor
Bn prograsivo crecimiento, clinicamente aparente en hospedadores
inmunocompetentes. Esta progresion de la fose de equilibrio a la fase de escope puede
pcurrir porque las células tumorales cambian en respuesta a las funciones de edicidn
mediadas por el 51 del hospedador o bien porque el 51 del hospedador sufre cambios en
respuesta a la inmuno-supresicn o a la disfuncidén mediada por el tumaor, eventos gue se
describen en la literatura como mecanismos de evasidn de lo respuesta inmune ¥ gue

seran desarrollados en detalle mas adelante.



1. 4. MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE EN PROCESOS
TUMORALES

En los dltimos afios, numercsos estudios han demostrado que células tumorales
emplean diversos mecanismos que actian en concierto para evadir la respuesta inmune.
En este sentido, s& ha demostrado que los tumores emplean cuatre grandes estrategias:
1) evitar el reconocimiento por células del 51; 2) resistir a la muerte inducida por
células del 51; 3) suprimir en forma directa la respuesta inmune adaptativa y 4]
modificar el microambiente tumoral a través de la induccion de cambios en las
diferentes poblaciones celulares que co-habitan el nicho tumoral con el objetive de
perpetuar la inmunosupresion inducida por el tumor (Figura 3). As, las tres primeras
estratepgias representan mecanismos infrinsecos de las células tumorales. Mientras que
la cuarta estrategia comprende un mecanismo indirecto o extrinseco, dado que la
supresion de la respuesta inmune en el tumor estaria mediada por otras poblaciones

celulares infiltrantes,

Estrategia 1: "Lo esencial se vuelve invisible a los ofos del sistema inmune”

La evasion del reconocimiento por células del 51 tiene dos objetivos fundamentales:
(a) evitar la generacidon de una respuesta inmune especifica contra antigenos (Ags)
tumorales v (b} evitar la destruccion de células tumorales mediada por células
citotdxicas como LiT CD8+ v células NK.

(a) El desarrollo de una respuesta inmune antitumoral especifica depende de la
expansion de LiT CD4+ y LiT CD8+ cuyos receptores especificos (TCRs, del inglés: T- cell
peceptors) reconozcan péptidos provemientes de Ags tumorales presentados en el
contexta de las moléculas del gomplejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase 1l y I,
respectivamente. Sin embargo, dado el elevado indice mitGtico de las células tumorales y
su inestabilidad gendmica, son frecuentes las mutaciones o eliminaciones de los genes
que codifican para los Aps tumorales®’, Asimismo, cambios epigenéticos, como
consecuencia de hiper- o hipometilacin, afectan la expresion de muchos genes en las
células tumorales?, Asi, los tumores pueden perder la expresion de Ags que

degencadenan respuestas inmunes,




EX 5""""!!-:;-,-, g

L
o [IrERATLIIE
de dgs

£q.
Eus"“-ﬂﬂ aliaidis
0% hwores emplean diversas estrateglas que actiian

TerL,
vitar ol reconecimiento por células del 51
I

Figura 3. Medaiadmes tiareales de Bhnaibe-m
0 COmWCrETTd para |_'l..|l||. Ia respucsta Ilnnwane. X105 10 :I.'. (L] | '

[E1], resistir a los mocamismos de moere mediados por células diel 51 [EZ), afectyr diroctamaenti

[EX) redlitar v expandic poblacinnes inmunesapresoras, comn offokas

Foxpd4 v Ma en el microambiente tumoral. Estas poblaciomes

negativo divecto sobre el desting

Ty
EEOEL W Thenen un pact

rispuesta mediadz por LT
ol iidi=s SURAPERS I.: [ S L]
Ll HEl eS|

Inlitrantes cantribiyen & la
1

it
el Coneer deromnnd Tmnrieotiies

e les L
.1||-||l| tedo o Crogd .01

(b} La destruccion de células tumorales por células del 51 esta principalmente dirigida
Los tumores

por mecanismos de citotoxicidad mediados por LiT CDB+ y células NE.
pueden escapar a la lsls mediada por linfocitos T CD8+  a través de los siguientes

meCanismaos:
Variacidn antigénica, que resulta en la expresion de neo-antigenos gue ya no

son reconocidos por LIT citotdxicos como consecuencia de la acumulacidn de

mutaciones puntuales;
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' Alteraciones en la maguinaria de presentacion de antigenos enddgenos (clase 1),
gque se traduce en la pérdida, disminucion o alteracion en la expresion de
moléculas del CMH clase |, esenciales para la presentacion de péptidos a LiT
CD8+ (revisados por Croci y col.22).

El reconocimiento de las células tumorales por células NK no es especifico de Ag. Al
contrario de los LiT CD8+, la ausencia de maléculas del CMH clase | en la superficie de
células tumorales activa a las células NK. Esto se debe a que el reconocimiento de estas
moléculas, Independientemente del péptido gue presenten, proporciona sefiales
inhibitorias a las célulaz NK. En este contexto, se podria plantear que si bien la ausencia
de moléculas del CMH clase | vuelve a las células tumorales resistentes a la lisis mediada
por LiT CD8+ especificos, también las hace susceptibles a la citotoxicidad mediada por
células NK, Sin embargo, este supuesto no es del todo acertado va que se ha demostrado
gque una gran variedad de tumores expresan moléculas del CMH no clisicas que son
reconocidas por células NK v brindan sefiales negativas inhibiendo la citotoxicidad

mediada por estas célulasi®®,

Estrategia 2: “Sobrevivir ante todo™

Otro mecanismo de evasién intrinseco de las células tumorales es su resistencia a la
muerte celular inducida por células del 51, que puede ser consecuencia de: [a) un
aumento en la expresion de moléculas anti- apoptéticas, (b) la expresion de factores que
inhiben moléculas, como granzima B, gue son claves en la citotoxicidad mediada por LiT
citotdxicos, (] la pérdida de expresidn de receptores de muerte, tales como TRAIL o Fas,

en la superficie de la célula tumoral,

Estrategia 3: "Los tumores contra-atacan”

En los Gltimos afios, numerosos trabajos han demostrado que células tumorales son
capaces de suprimir respuestas adaptativas a través de un efecto directo sobre los LiT.
En este sentido, se ha demostrado gue:

*» (Células tumorales inducen apoptosis de células T activadas que expresan el
receptor de muerte Fas/CD95 a través de [a expresidn de FasL/CD95L, o bien
a traves de la liberacion de microvesiculas que contienen Fasl. Asimismo,

células tumorales pueden inducir apoptosis o arresto en el ciclo celular en LiT




a través de |la expresion de la enzima Indolaminag 2,.3- dioxigenasa (1D0). Dicha
enzima cataliza la ruptura oxidativa del aminodacido triptofano en L-
kinurenina. La deplecion local de este aminodcido esencial, asi como el
incremento en la concentracién de sus metabolitos, son los responsables de la
supresidn de LIT mediada por esta enzima. Ademds, se ha reportado que 1DO
participa en la diferenclacién de LIT CD4+ hacia LIT regulatoriog (Li Tregs)
contribuyendo de igual manera a la supresion de LiT34

Las células tumorales inhiben la respuesta inmune mediada por LiT a través
de la expresion de moléculas que se unen a receptores inhibitorios expresados
en dicha poblacién. El estudio de estos ligandos inhibitorios ha recibido
especial atencion en los ultimos anos. La expresion de CDBO y PD-L1 en células
tumaorales de diversos origenes contribuye, en el microambiente tumaoral, a la
disfuncion de células T que expresan los receptores para dichos ligandos:
CTLA-4 (del inglés: cvtotoxic T-lvmphocyte agntigen 4) v PD-1 (del inglés:
programmed cell death-1), respectivamente. Reportes mas recientes han
demostrado que otros pares de ligando-receptor inhibitorio también estén
invalucrados en el mantenimiento de la disfuncidn de las células T mediada por
tumores que serd discutida en detalle en el proximo capitulo (revisados por
Rabinovich v cal.37).

Las células tumorales pueden inducir en LIT, la activacién de peptidasas
intracelulares que llevan a la disminucién o ausencia de moléculas que
participan en la transduccion de sefiales de activacion a través del TCR. En este
sentide, se ha reportado una marcada disminucién en la expresidn de la
cadena I del complejo TCR-CD3 y de las tirosin kinasas p56/ck y p59fm en Li
infiltrantes de tumor v en LI de sangre periférica de pacientes con cancer. La
ausencia o disminucidon de dichas moléculas en LiT compromete severamente
su activacion y en consecuencia su funcionalidad. Otros mecanismos,
incluyendo la generacién de radicales libres de oxigeno v el aumento de la
actividad de la enzima arginasa en el microambiente tumoral, también han
sido propuestos para explicar la disminucion de la expresion de la cadena { en

cancer (revisado por Whiteside?5).




Los tumares secretan diversas palectinas, entre las que se pueden citar:
galectinas 1, 3, 8, 9 y 12%%39 Sin embargo, el ral de galectina- 1 en la
progresion tumaoral ha sido el mejor documentado. La expresion de galectina-1
por células tumorales y estromales se correlaciona positivamente con la
apresividad del tuwmor. Concomitantemente, la expresion de dicha galectina se
correlaciona negativamente con la infiltracion de LiT en la masa tumoral. Esto
puede deberse a que galectina-1 modula la sobrevida, activacion y funcidn de
células T Reportes mas recientes del grupo del Dr. Rabinovich han
demostrado que galectina-1 tiene un rol esencial en la angiogénesis a través de

un efecto directo sobre células endoteliales142,

Estrategia 4: “En lo hiisqueda de aliodos”™

Las células tumorales reclutan v “educan” a diferentes poblaciones del S1 en &l

microambiente tumoral. La plasticidad es una caracteristica de las células del 51 que le

permite al tumor generar ¥ mantener un microambiente inmunosupresor gue

continda inhibiendo la respuesta anti-tumoral ¥ favoreciendo la progresion del tumor,

Asi, se ha reportade que las células tumorales:

Secretan factores que alteran la diferenciacién de células de origen mieloide.
Esto conduce a la acumulacion de células inmaduras, particularmente gélulas
mielvides gupresoras (CMS), tante en circulacion como en la masa tumoral.
Las C5M son un grupo celular heterogéneo conformado por precursores de
neutrdfilos, células dendriticas, menocitos v macrdfagos. Pueden afectar la
respuesta inmune anti-tumoral a través de diversos mecanismos impactando
en la funcian de otras células del 5. Asi se ha demostrado que las CMS5, son
capaces de inhibir varias funciones inflamatorias de los macrifapos. Ademas,
inhiben la respuesta de LiT a través de efectos directos sobre los mismos o
blen porgue son capaces de reclutar y expandir Li Tregs*?.

Favorecen la acumulacion de células T regulatorias en la masa tumoral. (a) A
través de la secrecion de quemoquinas como CCL-17 v CCL-22 las células
tumorales reclutan Li Tregs (CD4+CD25+Foxp3+) que luego son expandidos
en el nicho tumaral. Los Li Tregs son importantes productores de citoquinas

inmunosupresoras como |L-10 y TGF-[ (del inglés: transforming growth foctor-



beta). Estas citoquinas, junto a otros mecanismos que requieren el contacto
célula-célula, estdn involucradas en la supresion de LIT efectores por células
Tregs. Asimismo, TGF-[} actda sobre los LIiT CDB+ reduciendo su capacidad
citotdxica; (b) a través de la secrecion de IL-10, lo que facifita la induccion de
otra poblacion de células regulatorias Trl, productoras de IL-10 ¥ en menor
medida de TGF-fi, generando asi un mecanismo de retroalimentacidén positiva
(revisados por Rabinovich y col.3%).

Favorecen el reclutamiento de macrdfages a través de la secrecion de
quemaoquinas como CSF-1, CCL12 y MCP-1. La activacion de estas células en el
microambiente tumoral ha sido objeto de gran controversia y sera discutida en
detalle en el capitule 1.6. Sin embargo, la contribucién de los macrifagos
asociados al tumor [TAM, del inglés: fumor-gssociated macrophages) a la
progresion tumoral ha sido ampliamente reportada ya que Son capaces de

generar un ambiente altamente inflamatorio v pro-angiogénico?1L164445



1.5. LOS TRES OBSTACULOS PRINCIPALES QUE ENFRENTAN LOS

LINFOCITOS T EN LA LUCHA CONTRA EL CANCER
| gl l ey . A=

5i bien los LIT tienen el potencial de eliminar células transformadas, a menudo fallan
en controlar la progresion tumoral, esencialmente porque se encuentran con tres
obsticulos principales. En primer lugar, dado que muchos Aps tumorales son o se
encuentran estrechamente relacionados a Ags propios, el desarrollo de células T
especificas contra el tumor estd sujeto @ mecanismos de tolerancia. Durante la
maduracion timica, LiT capaces de reconocer Ags propios con alta afinidad son
eliminados. Este proceso de seleccion negativa es importante para evitar procesos
autoinmunes, sin embargo resulta ser un primer obsticulo para la eliminacién de células
tumarales va que, debido a este proceso, no s seleccionaran células T especificas para
Ags propios expresados en las células tumorales. No obstante, los mecanismos de
tolerancia no son completamente eficientes vy en algunos casos permiten que LiT
escapen de este proceso de seleccién negativa, A pesar de ello, evidencias demuestran
gue ¢l nimero de células T especificas contra Ags tumorales/propios es relativamente
bajo y que, en general, sus TCRs poseen baja afinidad para el Ag#s,

La ausencia o la escasa estimulacion de LiT especificos para Ags tumorales mediada
por ¢élulas dendriticas (CDs) constituye el segundo obsticulo para el desarrollo de una
respuesta anti-tumoral especifica. Es ampliamente conocido que la activacion y
expansidn de LIiT virgenes depende de la presentacidn antigénica mediada,
principaimente, por CDs. El microambiente tumoral impide una eficiente activacion v
maduracion de las CDs, que se traduce en la ausencia de expresién de moléculas co-
estimulatorias, La estimulacién de células T a través de su TCR en ausencia de co-
estimulo in vitre lleva a la célula T a un estado de amergia, caracterizado por una
represion activa de la sefializacion a través del TCR ¥ de la produceidn de IL-2 (factor de
crecimiente para las células T). Al mismo tiempo, el microambiente tumoral, es capaz
de expandir CDs regulatorias o tolerogénicas que subsecuentemente inducen tolerancia
de células T hacia los Ags tumorales?”. Ademas, las células tumorales o sus antigenos
pueden ser ingeridos v luego procesados por CDs, las cuales presentan estos Ags

tumorales en el contexto de las moléculas del CMH clase I, Este proceso de presentacion




introducciom

de antigenos a los LiT CDB+ se conoce como presentacidn cruzada. Si bien las CDs
pueden realizar presentacion cruzada de Ags tumorales, este proceso es relativamente
ineficiente y solo una minoria de ellas posee esta capacidad en el microambiente
tumoral®®, Por otro lado, las células tumorales podrian presentar Ags enddgenos a LiT
CDE8+. 5in embargo, ellas no expresan las moléculas co-estimulatorias necesarias para
gatillar una respuesta inmune robusta (revisado por Rabinovich y col3™). Ademas, coma
58 menciond previamente, las células tumorales generalmente disminuyen la expresion
de moléculas del CMH, comprometiendo asl la presentacidn antigénica.

El tercer obstdeculo que deben sortear las células T en el microambiente tumoral, es la
induccion y el mantenimiento de un estado de disfuncionalidad mediado, en principio,
por una persistencia antigénica cranica v por sefiales inhibitorias provenlentes de otras
células del 51, células estromales v /o tumorales. Numerosos trabajos han documentado
que eén pacientes con cancer o infecciones virales cronicas, coma asi también en modelos
experimentales de infeccidon o céncer se observa un aumento en una poblacidn de LiT
CD4+ o CD8+ disfuncionales, Asi, dependiendo del modele experimental y de las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de dichas células, se han definido varios estados
de disfuncidn de la célula T: senescencia, agotamiento v anergia®?. 5i bien los tres estados
mencionados comparten caracteristicas fenotipicas v funcionales, los datos obtenidos
hasta el presente avalan la postura que se trataria de tres estados de disfuncionalidad

diferentes va que los procesos son gatillados por mecanismos moleculares distintoss?,

Linfocitos T senescentes

La senescencia celular ha sido reconocida desde los afios ‘60, cuando se demostrd gue
fibroblastos in vitre sufrian arresto en el ciclo celular luego de extensiva replicacién®t.
Mias adelante, se demostrd este fendmeno en otros tipos celulares como células
epiteliales v endoteliales, hepatocitos y gueratinocitos. Sin embargo, actualmente se
sabe que todas las células con capacidad de dividirse aungue no indefinidamente,
pueden alcanzar un estado denominado senescencia replicativa. Este fendmeno se debe a
que las células somaticas humanas acortan sus telomeros en cada division celular dado

que, la mayoria, no posee actividad telomerasa. En este sentido, se ha demostrado que la




longitud de los teldmeros es el reloj biologico que condiciona el estado de senescencia
en las edlulas humanashi,

Estudios mas recientes, han demostrado que células del 51, a pesar de tener una alta
capacidad de incrementar la actividad telomerasa y de proliferacidn luego de activacidn
o estimulacidn, también pueden alcanzar un estado de senescencia replicativa®l.

Los primeros reportes relacionados con LiT senescentes en humanos provienen de
estudios realizados durante el envejecimiento natural. Se ha demostrado que en el
transcurso de la vida, existe una acumulacion progresiva en sangre periférica de LiT con
fenotipo de senescencia. Este fendmeno estaria asociado con una pobre respuesta a la
vacunacion ¥ con una mayor susceptibilidad a infecciones v a desarrollar procesos
neopldsicos™t. 5in embargo, reportes mas recientes indican que LiT senescentes se
encuentran también incrementados en individuos jovenes gque padecen enfermedades
gue involucran un estado de activacion cronica del 51 como son las infecciones virales
fue establecen latencia, el cancer y las enfermedades autoinmunes. En este sentido, se
ha reportado que LiT CDB+ senescentes se encuentran incrementados en pacientes con
infecciones virales cronicas o latentes como VIH, VHC (Virus de la Hepatitis £} v CMY
(Ciromegaloyirus]® ¥ con enfermedades autoinmunes®37 asi como infiltrando tumores
¥ en sangre periférica de pacientes con cincer de distintos origenes358-6L Estudios mas
recientes demuestran gque factores solubles secretadoes por las células tumorales son
capaces de inducir senecencia de LiT CD8+ in vitro34,

Respecto a la generacion de LiT CD4+ senescentes existe un menor nimero de
reportes. Este hecho puede estar relacionadoe a la menor susceptibilidad a senescencia
de esta poblacidn celular respecto a la poblacidn CDE8+. Adn asi, LiT CD4+ senescentes se
han encontrado incrementados en pacientes con infecciones por T. cruzi®®, con
enfermedades autoinmunes®8485 v en jndividuos con sindrome coronario agudo®,
Aungue aun no se ha reportado la presencia de LiT CD4+ senescentes en pacientes con
cancer, distintos grupos de investigacion han demostrado que células tumaorales pueden
inducir senescencia de LiT CD4+ in vitro®4,

El proceso de senescencia involucra miltiples cambios a nivel genético y funcional. Es
asl gue, LiT senescentes humanos, muestran alteraciones fenotipicas y funcionales que
son caracter{sticas y que permiten distinguirlas de otras sub-poblaciones de LiT. Dentro

de las caracteristicas fenotipicas de estas células se han documentado: un eritice



acortamiento en sus teldmeros®™ 7%, la pérdida en la expresion de moléculas co-
estimulatorias CD27 y particularmente CD2B7L un aumento en la expresién de la
molécula CD57727 v de receptores inhibitorios tales como KLRG-1 (del inglés: killer cell
fectin-like receptor GIV%7% y Tim-3 (del inglés: T-cell immunoglobulin gdomain 31% los
cuales han sido recientemente sugeridos como nuevos marcadores de senescencia en
LiT humanos.

Ademas, los LiT senescentes presentan alteraciones funcionales que son
caracteristicas, Exhiben un arresto irreversible en el ciclo celular. Estudios previos
demostraron que, en general, el arresto en el ciclo celular asociado a senescencia es
establecido y mantenido por las vias supresoras de tumor p53/p21 v pl6/pRE. En este
sentido, se ha reportado que LiT senescentes exhiben un incremento en la expresion de
maoléculas reguladoras del ciclo celular como p53, p21 y pl634676 Asimismo, ¥ en
concordancia con su arresto en el ciclo celular, se ha demostrado que LiT senescentes
muestran una capacidad linfoproliferativa disminuida, agan en presencia de altas
concentraciones de IL-2, que es el factor de crecimiento de los LiT*2, Este hecho las
diferencia de las células T anérgicas, quienes presentan un arresto en el ciclo celular que
es reversible frente al agregado de IL-2 in vitro™, Otra caracteristica importante gue
presentan los LiT senescentes s que a pesar de su arresto irreversible, son viables. De
hecho muestran niveles Incrementados de la protelna anti-apoptdtica Bel-2 y son
resistentes a la apoptosis cuando son testeados inmediatamente ex vive™,

Uno de los mecanismos efectores mds conecido de los LiT es la produccion de
citoquinas, La funcionalldad de LIT senescentes en términos de su capacidad para
producir estas moléculas efectoras es adn controversial. Hay considerables reportes que
demuestran que los LiT con caracteristicas de senescencia producen bajos, sino nulos,
niveles de citoquinas efectoras como [FN-y e IL-287%89, Mientras que otro grupo reportd
que LiT senescentes, luego de ser estimulados, producen grandes cantidades de factor
de necrosis tumoral (TNF, del inglés: fumor necrosis facter), IFN-y e IL-675, Ademas, Filaci
y col.® ¥ Ye ¥ col.’%, demostraron que LiT CD8+ y CD4+ senescentes producen citoquinas
inmunosupresoras como [L-10 y TGF-[3

Evidencias mas recientes indican que wna sub-poblacién de LIiT CDB+ con
caracteristicas de senescencia (CD8+ CD28-), estdn presentes en individuos con tumores

de diferentes origenes, y son capaces de suprimir respuestas linfoproliferativas®.



Intreduccon

Asimismo se ha reportado que LiT CD4+ v CDB+ senescentes inducidos por tumores in
vitro muestran funciones supresoras®*,

Estos hallazgos sugieren que la senescencia de células T no constituye una ruptura
peneral de la funcidn normal del LiT, mds bien comprende alteraciones genéticas y
fenotipicas especificas, que resultan no silo en pérdida, sino también en ganancla de
funciones, Conjuntamente, estos hallazgos revelan que los LiT senescentes conforman
una sub-poblacién de LiT con caracteristicas propias que los distinguen de otras sub-
poblaciones. Si bien no se han identificado factores de transcripcién especificos que
regulen el fenotipo ¥ la funcidn de dichas células, reportes recientes demuestran que la
via de las protein-quinasas activadas por mitogenos (MAPK, del inglés: mitogen-activated
protein kinase), especificamente p38 v ERK pero no |NK, estin involucradas en el
mantenimiento de ciertas caracteristicas de senescencia. En este sentido, se reportd que
LIT CD4+ senescentes muestran mayor fosforilacion de p38 v ERK1/2 en condiciones
basales, v que la inhibicidn de estas vias restaura algunas de las funciones normales del
LiT como la proliferacion v la actividad telomerasa luego de su estimulacion™2182, Sip
embargo, el blogueo de la via p38 no restaura la expresion de maoléculas involucradas en
la sefializacion a través del TCR, indicando que otros mecanismos estarian
involucrados®. Los estimulos que mantienen a estas vias activadas en los LiT
senescentes no son totalmente comprendidos, No obstante, Lanna y col.®1 demostraron
que sefales genotdxicas, como dafio en el ADN v/o la deprivacion de nutrientes,
particularmente de glucosa, resultan en la activacion de p38.

Por otra parte, la expresion de receptores inhibitorios como KLRG-1 y Tim-3 en los
LIT senescentes contribuve de igual manera al mantenimiento del estado disfuncional
que presentan dichas células. En este sentido, se ha reportado gue el blogueo de la
sefializacion mediada por KLRG-1 en los LiT senescentes, tanto CD4+ como CDB+,
restaura la capacidad proliferativa de dichas células, la produccidn de [L-2 y disminuye
la expresion de los inhibidores del ciclo celular pl6 y p2774#3 En otro estudio se
demostrd que el blogueo de la sefializacion a traves de Tim-3 en LiT CD4+ senescentes,
indujo una mayer preliferacion y un incremento en la produccién de citoquinas
efectoras, como 1L-2 e IFN-y, por parte de dichas célulass,

i bien la activacion sostenida de la via de las MAPK y la expresion de receptores

inhibitorios contribuyen al mantenimiento del programa de senescencia, los




mecanismos que conducen al LiT hacia la senescencia no han sido completamente
dilucidados. La pérdida de expresion de la molécula CDZ28 en los LiT. principalmente
CD8+, se ha atribuido a la estimulacién antigénica repetida. Sin embargo, citoguinas
cuyos receptores comparten la cadena gamma (receptores yc), como IL-2, IL-7 e IL-15,
han demostrado acelerar la pérdida de CD2ZB en LiT CD8+, Ademads, interferones tipo |
(IFN-a ¢ IFN-P) incrementan la proporcién de LIT CD4+ y CD8+ CD28- en cultiva. Del
mismo modo, TNF induce una reduccidn significativa de moléculas de CDZ8 en la
superficie de los LIT (revisado por Weng y col®). Por otro lado, el grupo de Filaci
demostrd que cultivando LIT CDB+ CD2B+ de sangre periférica humana en presencia de
citoguinas coma [L-2 e [L-10 puede generarse un gran nimero de LiT CD8+CD28- 55, En
otro reporte del mismo grupo, los autores demostraron que el receptor de TNF inducido
por glucocorticoides [(GITR, del inglés: glucocorticoid-induced TNF receptor) esta
involucrado en la generacion de células CD8+ CD28- v que [L-10 es requerida para la
funcién supresora de las mismas". Estos hallazgos resultan interesantes dado que
demuestran que la adquision de este fenotipo CD28- en los LiT no dependeria sélo de
sefiales derivadas del TCR al reconocer a su antigeno especifico, sino también de sefiales
derivadas de factores solubles.

En concordancia con esta hipotesis, Montes y col.? demostraron que células tumorales
de diversos origenes son capaces de inducir senescencia en células T humanas im witro a
través de factor/es soluble/s. Estudios posteriores, demostraron que IL-7 es capaz de
prevenir la induccién de senescencia mediada por células tumorales en los LiT®%
Asimismo, en un modelo de induccidn de senescencia en LiT mediada por tumores
gimilar al descripto por Montes ¥ col® se demostrd gque células tumorales inducen
senescencia en LiT CD4+ y CDE+ a través de la produccion de adenosina monofosfato

clclico (cAMP, del inglés: grelic adenosine monophosphaote)t,

Linfocitos T agotados

El agotamiento de las células T es un estado de disfuncidn que ocurre cuando los LiT

son cronicamente activados en sitios de inflamacion como los observados en infecciones

Ccronicas ¥ en procesos tumorales.




BIBLIVIECA DE CIENCIAS QUIMICAS -«

El ggotamiento, se caracteriza por una pérdida en la funcion efectora del LiT,

expresion sostenida de receptores inhibitorios ¥ un estado transcripcional diferente al
de las células T efectoras o de memoria funcionales, sugiriendo que los LiT
agotados/exhaustos representan un estado Onico de diferenciacion de las células T59,

Durante una infeccién aguda, los LiT especificos para el antigeno se activan y
expanden rapidamente con el objetive de controlar la infeccidn. Luego de la resolucian,
s¢ desarrollan LiT de memoria dotados de varias propiedades que los distinguen de
otras subpoblaciones de LiT, como los LiT virgenes v/o efectores. Estas propiedades de
los LIT de memoria incluyen: una rdpida reactivacion de las funciones efectoras después
del reencuentro con el Ag, readquisicion de moléculas de “*homing” que los conducen a
los tejidos linfoides secundarios, alto potencial proliferativo v capacidad de persistir a
largo plazo sin estimulacién antigénica a través de la proliferacidn homeostatica
impulsada por citoquinas como [L-7 e IL-15. Estas propledades se adquieren
gradualmente con el tiempo y permiten que las células T de memoria confieran
inmunidad protectora al hospedador (Figura 4). En casos de infecciones mediadas por
agentes con alto potencial replicativo, comoe las infecciones por VIH, VHC y VHE ({Virus de
la Hepatitis ) 0 como en procesos tumorales, donde el Ag persiste cronicamente, la
generacion de células T efectoras y/o de memoria se encuentra alterada. De hecho, en
estos escenarios se describio la presencia de LiT disfuncionales con caracteristicas de
agotamiento,

Los LiT CDB+ apotados fexhaustos fueron descriptos por primera vez en un modelo
murino de infeccidon crdmica con el virus de la linfocoriomeningitis (LCMV, del inglés:
lymphocytic choriomeningitis virus). Asi, en dicho modelo se demostrd gue los LIT CD8+
especificos para LCMV no producen citoguinas y tienen su capacidad citotdxica
severamente afectada™.

Estudios realizadeos en modelos murinos de infeccién cronica han llevado a postular
que ¢] agotamiento de los LiT CD8+ ocurre de manera progresiva. Asi, se ha observado
gue en el contexto de infecciones crdnicas, luego del contacto con el Ag, los LiT CD8+
pierden primero funciones efectoras tipicas como la produccién de IL-2, su capacidad
profiferativa y su actividad citotdxica ex wive. Posteriormente, comienzan a expresar
receptores inhibitorios como PD-1 v LAG-3 (del inglés: lymphocyte activation gene-3).

Otras propiedades como la capacidad de produccidn de citoquinas efectoras, TNF e [FN-




v, se pierden mas tarde; al tiempo gue comienzan a co-expresarse nuevos receptores
inhibitorios tales come 2B4 y CD160, indicando un estade intermedio de
disfuncionalidad. El estadio final del agotamiento es consecuencia de su alta
susceptibilidad a apoptosis lo que lleva a la deplecion de las células T especificas de Ag®
(Figura 4).
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El desarrollo v mantenimiento de los LiT CDB+ agotados durante infecciones virales
cronicas depende no solo de la persistencia antigénica, sino también de citoguinas
principalmente producidas por células T CD4# cooperadoras. Asl, citoguinas
inmunosupresoras como IL-10 v TGF-p} favorecen el agotamiento de los LiT CDB+. En
contraste, IL-21 producida por LIT CD4+ especificos para Ags virales inhiben la
generacion de LiT CDB+ exhaustos especificos de Ag. De hecho, 1a deplecidn de LIT CD4+
en animales infectados con el virus LCMV, empeora ¢l agotamiento de los LiT CD8+
(revisados por Wherry®=).

Posteriorments, se demostrd que pacientes con infecciones virales cronicas como
VIH, VHC y VHB presentan, en sangre periférica, una poblacion de LiT CD8+ especificos
contra antigenos virales con caracteristicas de agotamiento (revisados por Virgin v
col.%), Dos estudios longitudinales realizados en pacientes VIH+, corroboran la teoria
del agotamiento progresive de los LiT CD8+ propuesta por Wherry®®, En uno de esos
estudios demuestran que, a medida que progresa la infeccidn, la expresién de PD-1 en
los LiT CDB+ aumenta al tiempo que su funcionalidad disminuye, En otro estudio,
analizan LiT CDB+ Ag-especificos en pacientes VIH+ antes y después de ser sometidos a
tratamiento con drogas anti-retrovirales, Los autores observan que el control de la carga
viral, luego de la terapia, resulta en una reduccion en la expresion de PD-1 en los LiT
CD8+ especlficos para VIH (revisados por Kaufmann y Walker®).

Al igual que las células T CD8+, los LiT CD4+ especificos contra Ags virales tambign
pierden su funcién efectora durante infecciones virales cronicas™ . Sin embargo, se
sabe mucho menos acerca de la disfuncion de las células T CD4+ especificas para Ags
virales.

El estudio del agotamiento de LiT en tumores ha ganado considerable interés en los
iltimos afos. Asi, numerosos reportes han demostrado que linfocitos T inflltrantes de
tumores murinos™"" y humanos*-1" muestran también caracteristicas de agotamiento.
En términos generales, estos trabajos demuestran que LiT CD4+ y CD8+ infiltrantes de
tumores y especificos contra Ags tumorales, expresan frecuentemente el receptor
inhibitorio PI-1 en asociacion con otros receptores inhibitorios, como: Tim-3%%101105,
CTLA-4191.103 v LAG-3%8101, Sin embargo, existen reportes gue correlacionan en forma
inversa la expresion de PD-1 y el receptor inhibitorio KLRG-1 en LIT infiltrantes de

tumores!®. Ademds, se ha demostrado gque LiT que expresan receptores inhibitorios




producen menores niveles de citoguinas efectoras y proliferan menos frente a la
estimulacion con Ags tumorales in vitro, Interesantemente, ¥ en concordancia con el
modelo propuesto por Wherry®® (Figura 4), los LiT que co-expresan 2 0 mis receptores
inhibitorios parecen ser ain mis disfuncionales respecto a aquellos que expresan sdlo
uno de ellos.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la expresion de receptores inhibitorios en
ios LiT no sélo identifica, sino también mantiene el estado de disfuncidn o agotamiento.
En este sentido, experimentos de bloqueo de la sefializacion a través de receptores como
PD-1 ¥ Tim-3 han demostrado una recuperacion parcial de la funcionalidad in vitro de
LIT agotados en términos de produccion de citoquinas y proliferacion® e in wivo
promoviendo una reduccion del crecimiento del tumor®, Asimismo, Matsuzaki y col.*®
observan que el bloqueo dual de PD-1 v LAG-3 en LiT CDB+ Ag-especificos de pacientes
con carcinoma de ovario, restaura la proliferacion v la produccidn de citoquinas por
dichas celulas.

Estudios genomicos apoyan la idea de que los LiT agotados/exhaustos representan
un estado tnico de diferenciacidn de la célula T. Al presente, no se ha identificado un
[actor de transcripcidn (FT) especifico que caracterice a la poblacidn de los LiT agotados.
3in embargo, se ha reportado que algunos perfiles transcripcionales de células T
agotadas difieren respecto a aquellos encontrades en células T efectoras yv/fo de
memoriat®, Un estudio reciente demuestra gue LiT CD4+ tanto como CDB+ agotados
muestran niveles bajos de expresion de T-bet (del ingldés: T-box-containing protein
gxpressed in T cells), un FT de la familia de genes T-box. En LiT activados, la expresion de
T-bet reprime la expresidn de PD-1. En concordancia con ello, en LiT agotados, mientras
s¢ observa una reduccidn en la expresidn de este FT, la expresion de PD-1 aumenta. Al
misme tlempao, los autores demuestran que bajos niveles de T-bet son necesarios para
sostener el agotamiento de los LiT durante infecciones cronicas. Otro FT de la familia de
genes T-box, Eomes (del inglés: pomesodermin), involucrado en la diferenciacion de los
LIT CDE+, se encuentra altamente expresada en los LiT CDB+ exhaustos respecto a los
LiT CD8+ efectores/memaoria. Interesantemente, Eomes se expresa diferencialmente en
los LiT CD4+ agotados respecto a otras sub-poblaciones de LiT CD4+. EI FT Blimp-1 (de/
ingfés: B- [ymphocyte [nduced maturation protein-1)} también se encuentra

substancialmente expresado en los LiT CD4+ v CDB+ exhaustos, v se ha reportado que



Iniroduccion

promueve [a expresion de receptores inhibitorios en los mismos. Por otra parte, Helios,
un FT cominmente exprésade en una sub-poblacién de células Tregs, es uno de los FTs
mas diferencialmente expresado en LiT CD4+ agotados comparado con LiT CD4+ de
memaoria e incluso con LiT CDB+ agotadosi?™110, Agimismo, se ha reportado que los LiT
agotados muestran una defectuosa translocacion del factor NFAT (del ingiés: puclear
factor af gctivated T-cells] Involucrado, fundamentalmente, en la transcripeion de
citoquinas efectoras. Este hecho, podria explicar la menor produceion de citoquinas
observada en LiT agotados? 10110,

La evaluacion conjunta de la expresion de FTs en LiT exhaustos lleva a concluir que
no existe un Unico FT que actie como un "regulador maestro/dominante” del programa
de agotamiento, si no mas bien hay un conjunto basico de FTs que se expresan
diferencialmente en las células T exhaustas. Por lo tanto, el agotamiento de LiT refleja un

mecanismo en el que participan mdltiples factores de transcripcidn.

iSenescencia o agotamiento de LiT?

Los términos semescencio v agotamients a menudo son usados indistintamente
cuando se refiere a células T disfuncionales, sin embargo, los mecanismaos tedricos que se
proponen para definir a cada uno de estos estados son diferentes®?. A pesar de que ha
habido un avance substancial en la identificacidn de los mecanismos que subyacen a
estos procesos, los mismos han sido estudiados independientemente uno de otro. Por
otro lado, la ausencia de marcadores de senescencia de LiT en roedores resulta en la
falta de modelos de experimentacién que permitan dilucidar de manera mas directa el
rol de estas células en diferentes patologias. Ademds, como se expuso previamente, los
indicadores de agotamiento y senescencig a menudo estin muy solapados (Figura 5).
Esto lleva a que la terminologia utilizada en la literatura sea, esencialmente, dependiente
del autor. Estos motivoes resaltan un interrogante gue ain permanece abierto y que tiene
gue ver con que st ambos estados son mutuamente excluyentes o si células T agotadas

son también senescentes o viceversa.




LiT senescente LiT agotado

Figura 5. Corgcteristicns generirles de LIT senescantes versus LIT agotados [a) La principal caracteristica de
I LT senescentes o5 suarresto en el ciclo celular, gue puede ser gatillado por dafie en el ADN o bien por
aeortamients de sus telomeros frente 8 repetida estimulacion. Dra caracterisbea distintiva es la pérdida
de expresion de ks moléculss co-estimulatorias CO27 v CD2E Adermeis expresan altos niveles de
receptores inhibitorios, Estas células no responden aestimulos paliclonales de LiT, No e han identificads
ain FTs asoclades al programa de senescencia. Sin embargo, LiT senescentes musstran activacidon hasal de
la via de las kinasas MAPK, en particular p38 v ERK1,/2. (b)) Los LT agotadog se cacacterizan por la
pxpresion de multiples rece piores inhibitories en susoperficie. Frente a estimulacidn policlonal o Ag.
expecilica, lox 1T apetidos producen bajos, sing nulos, niveles de citoguings efectoras. FT como Blimp-1,
T-bet v Eomies han sido asociades al agotamiento de LT tanto CDE+ como G044, Mientras tanto, ¢l FT
Helios sile se lwa asociade al agoliomients de LiT O+,
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1.06. MACROFAGOS COMO JUGADORES CLAVE EN LA PROGRESION
TUMORAL

Como se menciond previamente, numerssos estudios demuestran que los tumores
estan infiltrados por diversas poblaciones celulares del sisterma inmune tales como
macrifagos, células NE, Li Tregs, linfocitos B, Li Thl y ThZ, LiT senescentes, entre
otrag® &3 Sin embargo, los macrdfagos representan una de las poblaciones mas
abundantes en el microambiente tumoral. La importancia de esta poblacion celular en la
progresion tumaral se ha puesto en evidencia por estudios clinicos que demuestran una
correlacion entre la densidad de macrifagos asociados al tumor v un peor prondstico en
el B0% de los estudios reportados!®114,

En términos generales, los macrdfagos han sido clasificados en dos categorias: (i)
macrofagos tipo | o clasicamente activados (M1) caracterizados por un fenotipo pro-
Inflamatorio v () macrdfapos tipo Il o altermativamente activados [M2] guienes
promueven procesns anti-inflamatorios v de reparacidn tisular, Es de conocimiento
general gque, en respuesta a determinadas sefiales como citoquinas o aquellas derivadas
de la unian de ligandos a receptores de membrana, los macréfagos se someten a estados
de polarizacion M1 o MZ. Estos estados estan caracterizados por perfiles fenotipicos v
produccion de citoquinas ¥y quemoquinas particulares. Asi, macrofagos M1 producen
grandes cantidades de citogquinas pro-inflamatorias (TNF, IL-1[, 1L-6 y principalmente
IL-12) v expresan altos niveles de moléculas del CMH clase I, de maoléculas co-
estimulatorias y de la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS, del inglés: inducible
nitric gxide gymthase), involucrada en la produccidn de dxido nitrico (NO). Por el
contrario, los macrofagos M2 muestran niveles muy bajos, sino ausentes, de moléculas
del CMH de clase 11 y co-estimulatorias, exhiben una alta expresion del receptor de
manoasa (CD206), v producen grandes niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 en
ausencia de produccion de [L-124, Ademas, los macrdfagos también pueden ser
polarizados en un estado similar al M2 (en inglés: “MZ-like”] que comparte algunas pero
no todas las caracteristicas del perfil M2'9, Agimismo, se ha observado que durante
procesos tumorales los macrdfagos adguieren un fenotipo con caracteristicas M1/M2

intermedias o superpuestasisiis Probablemente, en dichas circunstancias, los




macrdfagos se ven expuestos a una mezcla de estimulos o bien a un cambio constante de
moléculas efectoras a lo largo de diferentes etapas de la respuesta inmune. Estos
hallazgos reflejan la heterogeneidad v plasticidad de la poblacidn de los macrdfagos.
Ademas, revelan que la clasificacion M1 y M2, si bien resulta 0til en términos tedricos,
representa dos extremos de una galaxia de estados funcionales intermedios? 18,

Los macrdfagos asociados al tumor derivan casi enteraments de monocitos
circulantes, cuyo reclutamiento al nicho tumoral estd mediade por factores
guimiotacticos derivados del tumor?17-119, Alli, el perfil de activacién de los macréfagos
puede estar regulado por numerosas poblaciones del sistema inmumne que infiltran el
tumor como asimismo por células tumorales [Figura &). En este sentido se ha reportado
gue LiB, células NE, Li Thi, Th2 y Tregs pueden polarizar la activacidn de los macrdfagos
a un estado M1 o M2 a través de la produccidn de citoquinas?!t4122 Sin embargo, ain no
ha sido reportado si LiT senescentes son capaces de modular el perfil de activacidn de
macrifagos. Por otro lado, factores solubles derivados de células tumorales pueden

modificar, directa e indirectamente, la polarizacion de macréfagos asociados al tumor
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Historicamente se ha considerado que macrofagos M1 son capaces de destruir a las
células tumorales y al mismo tiempo, favorecer la presentacidn de Ags tumorales a LiT
efectores para desencadenar una respuesta inmune anti-tumoral. Mientras que los
macrofagos M2 son potencialmente pro-tumorales, dado que participan en procesos de
reparacion tisular que favorecen la anglogénesis, la invasion vy la metdstasis, Asi, los
macrifagos simbaolizan un arma de doble filo en cincer, con el potencial de expresar
actividades pro- ¥ anti-inflamatorias de acuerdo al microambiente tumoral (Figura 6].
Mo obstante, la mayoria de las citoquinas con potencial pro-tumoral confirmado son
aguellas asociadas al perfil M1'22, En tanto que IL-10, la principal citoquina ascciada a
macrdfagos M2, ha demostrado tener roles anti-tumorales en un modelo muring de
cancer colorectal'™, Ademas, aunque el desarrollo de una respuesta inflamatoria podria
ser beneficioso para el huésped a corto plazo, en los dltimos afios se ha demostrado gue
su persistencia resulta perjudicial para el hospedador va que favorece la progresion del
tumor en miltiples niveles de su desarrollo. En este sentide, mediadores inflamatorios,
principalmente producidos por macrofagos en el microambiente tumoral, juegan
papeles decisivos en las etapas de: (i) iniciacion tumeoral, (if) conversion maligna, (iii)
Invasion y metastasis, v (iv] mantenimiento del microambiente iInmunosupresor?, que se

detallan a continuacidn y se resumen en la Figura 7.

Macréfagos e iniciacion tumoral. Numerosos trabajos han demostrado que los
macrafagos desempefian un papel protagonice en la iniciacion del proceso tumoral. En
este sentido, se ha sugerido que un microambiente inflamatorio puede aumentar las
tasas de mutacidén, ademdas de mejorar la proliferacion de las células mutadas.
Macrdfagos activados sirven como fuentes de especies reactivas de oxigeno [ROS, del
inglés: reactive pxygen species] v de productos intermedios de nitrogeno reactivos (RNI,
del inglés: peactive nitrogen (ntermediates), principalmente NO, que inducen dafio en el

ADN e inestabilidad gendmica. Alternativamente, a través de la secrecidn de la citoquina



TNF, macrofagos estimulan la acumulacidn de ROS en células epitellales vecinass®,
Estos mecanismos pueden llevar, ademds, a la activacion de lesiones premalignas en

estado latente,

Iniclachén Angiogénesis
tumaral

Invasidn 1
y metdstasis nmuno-supresiin
Figura 7. Macrafagas come [gaades cloves en e progresna ensral Macorlagns asociados al uoeer [ Ma)
desempeian rales decizivos en disdntas ciopas del desarrollo tumoral, como inlcacion, angiogénes|s
imvasion y metastasis, Asimisme, contribuyen al manteniptients de on microambiente inmuns-supreso
Asl, macrdfagos asociadog al tuwmor poeden impactar e la pregresion tumogml deste miltiples Sanscos
Adapiedo de: Soe A v col, BEuragseen foermel af Cooncer 2006

Macrofagos v angiogénesis. En la mayoria de los wumores, hay un draméitico
aumento de la densidad vascular durante la transicién benigno a maligno, un proceso
referido como “cambio ongiogenico”. La formacidén de una vasculatura completa es un
proceso complejo que involuera muchos tipos de células, a menudo con superposicion
de funciones, que influyen en el desarrollo tumoral. Los macrdfagos asociados al tumor
son los principales contribuyentes a los procesos de angiogénesis v la hipoxia es un
disparador vital del mismo. De hecho, Leek y col.t?*255 demostraron que existe una
fuerte asociacion entre la presencia de macréfagos v la densidad de vasculatura en
varios carcinomas. Ademas, se demostrd que numerosas moléculas secretadas por los
macréfagos asociados al tumor estan involucradas en eventos de angiogénesislblinlir
entre ellas:

* El factor de crecimiento de endotelio vascular, VEGF (de! inglés: vascular
egndothelial growth factor) producido también por células tumorales,
promueve la proliferacidn de células endoteliales y la formacidn de nuevos

vasos sanguineos. Asimismo, se ha reportado que VEGF incrementa la
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permeabilidad vascular, favorece el reclutamiento de monocitos al nicho
tumoral e induce la expresion de metaloproteasas de matriz, principalmente
MMP-9. Aungue multiples factores promueven la formacidn de vasos
sanguineos, en tumores humanos, VEGF parece tener un rol dominante,

* [L-8 es un potente factor angiogémico. Su  expresion correlaciona
negativamente con la sobrevida de los pacientes y positivamente con el
infiltrado de macréfagos en tumores. Su expresion esta regulada por el FT NF-
KB, y puede ser estimulada por citoquinas inflamatorias como TNF e IL-1f,
también producidas principalmente por macrdfagos asociados al tumor,

* [L-1f, una citoguina altamente inflamatoria, induce selectivamente la
expresion del FT inducido por hipoxia, HIF-1 (del inglés: iypoxia inducible
frctar), HIF-1 regula la transcripeion de un gran panel de genes asociados con
la angiogénesis, incluyendo VEGF. Asimismo, IL-1p es capaz de inducir la
expresion de TNF e IL-B, contribuyendo a la amplificacion del bucle
angiogénico,

* TNF, principalmente expresado por los macrdfagos asoclados al tumor,
contribuye a la angiogénesis a través de la activacion de FTs, tanto en células
tumorales como estromales, que llevan a la produccion de IL-8, VEGF y MMP-
9,

* La metaloproteasa de matriz, MMP-9, contribuye a la angiogénesis mediante
la promocidn de la morfogénesis de los vasos sanguineos y ¢l reclutamiento
de pericitos, que favorecen la estabilizacidn de los nuevos vasos formados.
Ademas, MMP-9 incrementa la biodisponibilidad de VEGF a través de su

liberacidn desde depdsitos extracelulares.

Macrdfagos, invasion ¥y metdstasis. Desde una perspectiva clinica, la metdstasis es el
aspecto mas critico de la tumorigénesis, ya que el 90% de la mortalidad por cincer es
causada por las metdstasis. El proceso de la metistasis puede ser brevemente dividido
en cuatro pasos principales. El primero esta representado por la transicion epitelio-
mesenquimal, en la cual células tumorales adquieren caracteristicas fibroblastoides que
Incrementan su movilidad y les permiten invadir revestimientos epiteliales y/o

membranas basales y alcanzar los vasos sanguineos eferentes o linfaticos. La citoquina



TNF facilita la transicidn epltelio-mesenquimal. Dado que los macrdfagos son la
principal fuente de produccidn de dicha citoquina eén el microambiente tumoral, su
contribucion es crucial en este paso. En el segundo paso, las células tumorales
intravasan en circulacion sanguinea vy linfitica. Factores como VEGF, también
producidos por macrofagos asociados al tumor, promueven este pasoc a través de un
aumento de la permeabilidad vascular, En la tercera etapa, las células metastasicas
deben sobrevivir v viajar a través de la circulacion para dar lugar a micrometastasis. La
supervivencia de estas células circulantes es mantenida por TNF e IL-6, citoquinas pro-
inflamatorias derivadas de macréfagos intra-tumorales v de monocitos circulantes,
Finalmente, progenitores metastisicos individuales Interactian con células estromales
en el nicho pré-metastasico ¥ comienzan a proliferar. En este paso de invasion, las
células tumorales requieren una amplia protedlisis de la matriz extracelular, donde
MMP-2 y MMP-9 son claves, sugiriendo también gue macrdfagos a través de la
produccion de dichas proteasas se convierten em células clave en la Invasidn

tumaoral 120,

Macrofagos e inmunosupresion. Los macrdfagos intra-tumorales ejercen una
actividad fuertemente inmunosupresora, no sélo mediante la produccion de 1L-10, sino
también por la secrecion de quemoquinas como CCL-17 v CCL-22, gue preferentemente
atraen sub-poblaciones de LiT con potencial pro-tumoral e incluse inmunosupresor
como Li ThZ y Li Tregs. Ademds, los macrdfagos asociados al tumor secretan la
quemoguina CCL-18 que recluta LIT virgenes. Ante el balance de sefales inhibitorias
sabre activadoras en el microambiente tumoral, estos LiT virgenes, sufren anergia,

agotamiento o senescencia como se describid previamentel2.138,



HIPOTESIS y OBJETIVOS




HIPOTESIS DE TRABAJO

Los tumores sOlidos son extensamente infiltrados por células del SL Dentro del
microambiente tumoral se establecen una serie de interacciones dindmicas entre las
células infiltrantes y las neoplasicas, asi como entre las células infiltrantes entre si. Estas
interacciones resultan en el establecimiento de una respuesta inmune in situ, que
generalmente favorece la progresion tumoral'2. En este sentido, se ha demostrado que
las células tumorales pueden reclutar y expandir diversas sub-poblaciones de LiT con
diferentes funciones efectoras que contribuirian a la progresitn del tumor? 374,

Recientemente, se ha demostrade que lineas tumorales de diversos origenes inducen
senescencia en LIT humanos®*. Asimismo, LiT con caracteristicas de senescencia se
encuentran incrementados en sangre periférica e infiltrando tumores primarios y
metistasis en pacientes con cincer®8585EZ Interesantemente, esta poblacion de LiT
senescentes es capaz de suprimir respuestas linfoproliferativas®3, sugiriendo que su
presencia en el nicho tumoral podria favorecer la progresion del tumor. Sin embargo,
hasta el momenta, la funcidn de los LiT senescentes ¥ su potencial modulatorio sobre
otras poblaciones celulares no han sido estudiados.

En este contexto ¥ basindonos en resultados de nuestro grupo de trabajo,
construimos la hipdtesis que forma parte de esta Tesis Doctoral. Postulamos que |as
células cancerosas pueden llevar a los LiT CD4+ y CD8+ a un estado de senescencia. Estos
LIT senescentes que estin arrestados en el ciclo celular ¥y que adem:is son capaces de
suprimir una respuesta linfoproliferativa de LiT podrian modular, tanto en sangre
periférica como en el tumor, la respuesta mediada por otras células del 5, tanto innato
como adaptative favoreciendoe el desarrollo tumoral. De esta manera, lo induccidn de
senescencia en los LIT podria plantearse como un novedoso mecanismo de évasidn de lo

respuesta inmune gue ain no ha sido descripto,



OBJETIVOS

General:

Evaluar si linfocitos T CD4+ v CDB+ senescentes inducidos por tumores [LiT 51T)
son capaces de modular la respuesta de otras células del sistema inmune

impactando de esta manera en la respuesta inmune frente a tumoras.

Especificos:

I. Evaluar caracteristicas fenotipicas y funcionales de LiT CD4+ y CD8+ SIT
que puedan impactar en la modulacion de otras poblaciones celulares. Para
ello, proponemos:

a. Estudiar el estadio de activacion y de diferenciacion como asi también
la funcionalidad de LiT CD4+ v CDE+ 5IT.

bh. Estudiar vias de sefalizacion y la expresion de moléculas que pudieran
estar involucradas en la hipo-respuesta de LiT SIT.

¢. Investigar las caracteristicas de la supresion de LiT convencionales
mediada por LiT S5IT como asi también las posibles moléculas

involucradas,

1. Evaluar si LiT CD4+ y CD8+ SIT son capaces de modular células clave del
sistema inmune innato como monocitos/macrafagos. Para ello, proponemaos:
a. Evaluar si LiT CD4+ v CD8+ 51T modulan el fenotipo v la funcienalidad
de Mo/Ma humanos.
b. Indagar posibles vias de sefializacién y mecanismos invelucrados en la
modulacidn de Mo/Ma como resultado de su interaccion con los LiT
CD4+ y CDB+ SIT.



RESULTADOS



BISLIUIECA DE CIENCIAS QUIMICAS

ESTUDIO FENOTIPICO Y FUNCIONAL DE LINFOCITOS T SENESCENTES
INDUCIDOS FOR TUMORES.

Los resultados previos obtenidos v que dan lugar a la hipdtesis de la presente tesis
doctoral demuaestran que factores solubles secretados por lineas tumorales de diversos
origenes son capaces de inducir senescencia en LiT CD44 o CD8+ de donantes jovenes y
sanos. Asl, se demostro que a los 7 dias posteriores a la co-incubacion in vitro con una
linea tumoral, los LiT CD4+ v CDB+ muestran caracteristicas de senescencia tales como:
disminucién de la expresidn de las moléculas coestimulatorias CD27 y CD2B,
acortamiento de sus teldmeros v aumento en la expresidn de moléculas que participan
en el ciclo celular como p53, p21 v pl6. Ademas estos LiT senescentes, tanto los CD4+

como los CDE+, suprimen la proliferacion de LiT normales®.

Con el objetivo de evaluar si Linfocitos T sgenescentes inducidos por fumaores (LIT SIT)
repreésentan una poblacidn celular con capacidad moduladora sobre otras poblaciones
del 51, ge realizd una profunda caracterizacion, tanto fenotipica como funcional, de dicha

poblacidn celular.

Para desarrollar el objetivo, se obtuvieron las poblaciones de LiT CDd4+ vy CDE+
senescentes, siguiendo el modelo experimental previamente desarrollado por Montes y
col.? y que se detalla en la seccion Materiales y Métodos. En forma breve, los LiT CD4+ ¥
CDE+ fueron purificados a partir de sangre periférica de donantes sanos y jovenes y
posteriormente ambas pablaciones de LiT fueron co-incubadas con una linea tumoral de
carcinoma humano de cabeza v cuello, Tul&7, durante 6 hs. Luego, las células T fueron
mantenidas en cultivo durante 7 dias. Como controles, los LIT CD4+ v CD8+ purificados -
sin co-incubar con la linea twemoral- fueron mantenidos en cultive en las mismas
condiciones (Esquema Experimental 1). En el dia 7 post-incubacidn con la linea tumoral

se realizaron todos los experimentos que se mostraran a continuacion.
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Dwrante el trabajo experimental de la presente tesis doctoral rutinariamente se
controld el estado de senescencia de LiT CD4+ y CD8+, evaluando por citometria de flujo
la pérdida de moléculas coestimulatorias. La Figura 1 muestra uno de los ensayos
rutinarios, en donde se puede observar que en el dia 7, LiT CD44 o CD8+, que fueron
previamente co-incubados con la linea tumoral Twl67 exhibieron una marcada
disminucion en la expresion de ambas moléculas coestimulatorias respecto a LiT CD4+ y

CIE+ controles.
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Teniendo en cuenta gue la caracterizacion fenotipica permite profundizar en el

conocimiento de las caracteristicas funcionales de los LIT SIT, se estudiaron por
citometria de Aujo marcadores relacionados con el estadio de diferenciacion de LiT. El
estudio conjunto del marcador de "homing” CDGZL v de la molécula CD45 en su isoforma
RA permiten definir cuatro sub- poblaciones de LiT!?* en sangre periférica (Figura 2a).
La evaluacion conjunta de ambos marcadores reveld que dentro de la poblacion de LiT
SIT (CD4+ o CDB+) no se encuentran representadas las sub-poblaciones de LiT
paivefvirgenes (Tx) ni de LiT de memoria central (Tew). Sin embargo en la poblacién de
LIT controles se hallaron las 4 sub-poblaciones previamente definidas (Figura Zb, c y d).
Estos resultados indican que la linea tumoral condujo a los LiT de donantes sanos a un
estado de senescencia y a la acumulacidon de sub-poblaciones con fenotipo de células de
memoria efectora (Tgm] o terminalmente diferenciadas (Temsa). Por otra parte, la
ausencia de CD6ZL en LiT CD4+ y CDE+ 51T resulta sumamente interesante si se
considera la importancia de esta selectina en la migracion de los LiT virgenes a ganglios
linfaticos asl como en la de LIiT activados al nicho tumoral 3131, Asj, se podria especular
que la disminucién en la expresién de CD62ZL podria afectar la generacién de una
respuesta de células T especificas al mismo tiempo que podria disminuir la infiltracién

de tumores,



a b LiT CD&+ cantrol LiT CO4+ BIT
16.9% 0.8% BT

e citldas COJSRA+

MOLT G4 Confrol BT C0de SIT  ESLIT Choe Conbl LT CO6= 5T

Fipura 2. LT 04+ ¢ COR 51T comstiteenr g pobdecidnr de memor gfectard & terpinalinente
diferendiodey. [a) Esquent die does pacimeiros dis s expresion de CO62L ve COASRA gque ppermite definir
cuatro sab-pablaciones de LiT en sangre pecifériea | Too LT de areaorie central; To LT salvafiingenes;
P LT e memoprin efectong; T, LT de menarle efectoro terminalmente diferenciedoz). (b)) Graficos de
das parametros meestean Iz expresion de ChHa ] ¥ CRSARA #n la ::u|:u_|'|'u,"u,' de LiT Chai ¥ COA contrales
|Ii‘:|_||li|."'l'lji'|| ¥ 5T (derechal Grabices de un donante representativo de tros donantes diferentes. (©)
Forcentaje de AT controles v SIT gue CHprran COELL, Las barras representan ¢ %% medio 2 5EM (=3,
[} Porcemtage de LT cootrales g 507 gue expresan LIMASEA. Lax barras repeesentan o Yy medso 4+ SEM
|a=3]. B ambos cagog, el st estadistico stilizado fue mna prueba §ode Studest apeceada (LIT ST = LiT
control | pse indica en caila g@eahon (s, go gigni Beativo |



LiT SIT tores fubihitors fici

Reportes previos han demostrado que LiT CD4+ y CDE+ cronicamente activados
muestran una elevada expresidn de peceptores jnhibitorios (Rls) tales como PD-1, Tim-3
y KLRG-157475885%101_ |5 expresidn de estos receptores inhibitorios resulta de
fundamental importancia dado que los mismos inhiben funciones celulares complejas
manteniendo a los LiT en un estado de disfuncionalidod v/o gquiescencio. Al mismo
tiempao, &l conocimiento del espectro de receptores inhibitorios en dichas células sugiere
comao esta poblacién celular censa sefiales de su microambiente ¥ cdmo interaccionaria
con otros tipos celulares.

Dado que estos Rls se expresan normalmente luego de la activacidn v la
diferenciacién progresiva a LiT efectores como un mecanismo de "auto-regulacion” de la
activacion de células T, la expresién de los mismos fue evaluada en LiT CD4+ y CD8+ ex
vive y en LiT 51T vy controles. Asi, se observd que, ex vivo, LIT CD4+ v CDB+ provenientes
de donantes jdvenes ¥ sanos no expresan ninguno de los tres Rls evaluados, PD-1, Tim-3
ni KLRG-1 (datos no mostrados]).

El estudio comparativo de la expresion de Rls en LiT CD4+ y CD8+ SIT versus la
poblacidén de LIT controles, reveld que un mavor porcentaje de LiT CD4+ y CD8+ SIT
{CD28-) expresan Tim-3 respecto a LiT controles (Figura 3a). Asimismo, un porcentaje
significativamente mayor de LiT SIT (CD28-] expresé KLRG-1 respecto a LiT controles.
Ademas, los niveles de KLRG-1 en superficie fueron mayores en LiT SIT versus LiT
controles (Figura 3b). Interesantemente, la expresion de KLRG-1 en la poblacion de LiT
controles, tanto CD4+ como CD8+, se detectd dentro de la poblacion CDZB-. Estos
resultados, en concordancia con los obtenidos por Henson y col. 7475, sugieren que la
expresién de KLRG-1 podria estar asociada con la disminucion de CD28. El perfil de
expresidn de PD-1 fue diferente al de los demds Rls ya que los LiT SIT v controles

expresaron niveles similares de PD-1 (Figura 3c).




LiT CO4+ control LiT S04+ SIT LiT CO8+ control LiT COd+ SIT
1% [£.1 T,0% M, 1% T
il 1.5%
b LT CO4+ conirol LIT CD4+ GIT LIT CO#8* control LiT CDd+ 5IT
Lt LY it LI [ ] I W
5
LEeT m N 7%
Co28
e LT GO+ SIT LIT CDE+ SIT
¥ l-.ﬂ;: e LR
&
[

Coas

Figura 3, LT Ce o ihibifarios '|"|l.|-.:|'_l, KLRG-1. par
e die PO Graticos de dos |'-.'||'."|n1---'ru-, maestran la ekpresion die Tim=3 (i), KLRG-1 (b)) v PI-1 (€] e

L0 SIT expresen elevedos piveles de los recepbenoy

funcion de la -.':-.|1|'|'-ki el CEZEL en LaT CREd o CIEY controbes « SIT come 50 i, Lo mrmseros en s
gralices mdican & % de células en cada cuadrants

donantes diferentes,

Grafiens de un donnsnte representativo de tres

Dado gue PD-1 es rapidamente expresado en la superficie de LIT luego de su
estimulacion, se evaluo si LiT 5IT son capaces de modular la expresion de dicho receptor
frente a un estimulo policlonal. Asi, observamos gue mientras los LIT CD4+ controles
expresaron PD-1 luego de la estimulacion, los LiT CD4+ SIT fueron incapaces de
aumentar la expresion de dicho receptor. Mientras que no se ocbservéd un incremento en
la expresion de PD-1 luego de la activacidn de LIT CDA+ controles ni SIT (Figura 4). Estos

resultados concuerdan con los obtenidos por Baitsch v col.'® y Li v col.® que demuestran



gque LIT con caracteristicas de senescencia aumentan la expresion de miltiples

receptores inhibitorios pero no de PD-1.
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Sabiendo que el proceso de senescencia invelucra maltiples cambios a nivel genético
v funcional, v que LiT CD4+ y CD8+ SIT mostraron alteraciones fenotipicas, se dispuso
evaluar si dichas células eran funcionalmente compententes,

Resultados previos han demostrado que una robusta vy eficiente respuesta anti-
tumoral mediada por LiT se correlaciona con la capacidad de dichas células para
producir citoquinas efectoras como IL-2, IFN-y y TNFZ, Teniendo en cuenta la relevancia
de dichas citoquinas, se evalud si LiT CD4+ y CD8+ 51T eran capaces de producirlas. Para
ello, LiT SIT v controles fueron estimulades policlonalmente con PMA/lonomicina en
presencia de inhibidores del transporte vesicular desde el aparato de Golgi, vy
posteriormente se determind por citometria de flujo la produccidn intracelular de tales
citoquinas. La Figura 5 muestra que, mientras un alto porcentaje de LiT CD4+ y CDB+
controles produjeron las citoguinas testeadas luego de su estimulacidn, los LiT CD4+ y
CD8+ SIT [CD2B-) fueron incapaces de producir IL-2, IFN-y ¥ TNF adin frente a un

estimulo policlonal.
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Dado que la citometria de flujo intracelular permite evaluar la produccién de
citoguinas en un perfodo corto de iempo, se evaluaron citoguinas en sobrepadantes de
cultivo de LiT controles y 5IT frente al estimulo con anti-CD3/anti-CDZB durante 72
horas. En concordancia con los resultados anteriores, los sobrenadantes de LiT CD4+ ¥
CD8+ SIT estimulados mostraron niveles significativamente menores de todas las
citoguinas evaluadas (IL-2, IFN-y y TNF) respecto a sobrenadantes de LiT CD4= y CDH+

controles (Figura 6 a, b y ). Ademas, se evalud si los LiT 51T eran capaces de producir



otras citogquinas como |L-6 e 1L-10 asociadas a respuestas pro-inflamatorias € inmuno-
supresoras, respectivamente. La evaluacion de estas citoguinas en los sobrenadantes de
cultive mencionados previamente reveld que LiT SIT, tanto CD4+ como CDB+,
produjeron cantidades significativamente menores, sino indetectables, de ambas

proteinas respecto a LiT controles (Figura 6 d v e).

a 300 b ss00- € ao -

- T s ‘Il|

e
280, {10 LiT CO4+ ol
B LiT CDd+ SIT

e 5 | B LiT CO8+ control
158 ||||i|| R LiTCO8+ 5IT
2.0+
1.5
1.0

0.5
0.0-

IL-190 (gL |

Figura 6. LiT Gl E08e SIT e sedreton clbmgadnos Grifloos de harras muestran |l prodaecion de
citoguings: -2 (al, TRE () IFR-p [e] W60 e ] o LT e en sobremadonies de coltien de LET contrales y
SIT estimuladhes con anti-C1E fantl-C02E durante 72hs Las barras represeitan la producelon promodia de
caedn citoguina £ SEM. En bodos [ox cases, ol wegt estacisticn utilieado fue ANOVA de wma via, posi-test
Honferronn |1 50T vs LT control ] =@ ihs, " o], =" pectl ir11 ]

LiT CD8+ SIT son incapaces de liberar ¢l contenide de sus granulos

Los estudios presentados anteriormente revelan que los LiT 5IT fueron incapaces de
secretar citoquinas efectoras. Sin embargo, el mecanismo efector mas relevante de los
LiT CDE8+ en el contexto tumoral es su capacidad citotdxica, que depende de la
produccion ¥ liberacion de perforinas y granzimas. Esto motivd la evaluacion de dichas
maoléculas en la poblacion de LiT SIT vs. LiT controles.

La evaluacion intracelufar de granzima A en LIT CDB+ controles v 51T reflejd que, en

ausencia de estimulo, ambas poblaciones muestran el mismo porcentaje de células gue



expresan este mediador (Figura 7a), Sin embarge, un mayor porcentaje de LIT CDB+ SIT
expresaron granzima B respecto a la poblacion de LiT CD8+ controles (Figura 7b). Por
otra parte se observd que el porcentaje de LiT que expresan perforina fue similar en la

poblacion de LiT CDB+ SIT y controles [Figura 7¢).
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Posteriormente, se evalud por citometria de flujo si LiT CD8+ SIT eran capaces de
liberar el contenido de sus granulos. La proteina CD107a se encuentra asociada a la
membrana lisosomal de los granulos que contienen perforinas. Cuando el LiT CDE+ se
activa, degranula y esta molécula se expresa de manera transiente en la superficie
celular, de manera que uma mayor expresion de CD107a correlaciona con mayor
degranulacion. La Figura B muestra que luego de la estimulacién, un porcentaje
sipnificativamente menor de LiT CDB+ SIT expresd CD107a en superficie respecto a LiT

CDE+ controles, indicando que la capacidad para degranular se encuentra severamente
disminuida en LiT CD8+ SIT.
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LIiT SIT expresan niveles reducidos de la cadena zeta del complejo TCR-CD3

Dentro de las subunidades que conforman el receptor de la célula T (TCR), la cadena
zeta [{) tiene roles clave en el ensamblaje, expresidn v la sefializacion a través del TCR.
Dado que dicha cadena es un componente fundamental en la cascada de sefiales
gatilladas a través del TCR, la reduccion en su expresion compromete severamente la
funcionalidad de los LiT [revisados por Banivash132],

Con el ohjetivo de investigar si la respuesta reducida de LiT SIT a estimulos

policlonales como anti-CD3 fanti-CD28 podria explicarse, en parte, por una reduccion en



la expresion de la cadena ¢, se evalud por citometria de flujo la expresién de dicha
molécula en LiT 51T ws. LiT controles. En concordancia con su caracteristica de células
disfuncionales, los LiT CD4+ y CDB+ 5IT mostraron una expresion significativamente

reducida de la cadena { respecto a LiT controles (Figura 9a v h).
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la dif iacion o funcién efectora de LiT

Es ampliamente conocido que factores de transcripcion como Blimp-1, T-bet y Eomes
regulan maltiples funciones efectoras de los LiT. Por ejemplo, Blimp-1 es un conocido
represor de la expresién de IL-2 en LIT tanto CD4+ como CDB+133.13, Por otro lado,

Blimp-1 es requerido para una respuesta citotdxica eficiente en LiT CDE+1% Mientras

que T-bet es necesario para la produccién de IFN-y por LiT CD4+ y CDB+110.145235,



Eomes, s un factor de transcripeidn asociado comunmente a LT CDB+ v su expresiin es
necesaria para la produccidn [FN-y ¥ perforinas en dichas células

Con el objetive de investigar si la expresion de factores de transcripcion arriba
mencionados se correlacionaba con el estado disfuncional de los LiT SIT, se evalud por
citometria de flujo la expresidn de dichos factores.

La Figura 10 muestra la expresidn de T-bet v Blimp-1 en LiT CD4+ controles y SIT. La
evaluacidn de la expresion de T-bet revelo que si bien la mayoria de los LiT CD4+ SIT
expresan este factor, su nivel de expresion fue significativamente menor al hallado en
LiT CD4+ controles (Figura 10a), Este dato estd en concordancia con el hallazgo previo
que demuestra que LiT CD4+ SIT son incapaces de producir IFN-y (Figura 5b). Respecto
a la expresion de Blimp-1, a diferencia de los LiT CD4+ controles, los LiT CD4+ SIT no
expresaron dicho factor (Figura 10b). Dado que los LiT CD4+ SIT son incapaces de

producir IL-Z este dato resulto inesperado.
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La expresion de T-bet y Blimp-1 en LiT CD8+ SIT mostré el mismo patrdn que los LiT
CD4+ SIT. En la Figura 11 se aobserva gue LIT CDEB+ SIT exhibieron niveles
significativamente reducidos de T-het respecto a LiT CD8+ controles (Figura 11a)
mientras que no expresaron Blimp-1 (Figura 11b). El estudio de la expresion de Eomes
reveld que los LiT CDB+ S5IT no expresan Eomes, mientras que un 23+12% de los LiT
CD8+ controles expresaron dicho factor (Figura 11c). Este resultado esta en
concordancia con las observaciones previas que muestran que log LiT CD8+ SIT no
producen IFN-y ni son capaces de degranular, hallazgos indicativos de una funcidn

citotoxica comprometida.
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Intlekofer ¥ col.™” demostraron que la ausencia de T-bet y Eomes en LiT CDB+
conduce a una falla en la generaciton de LiT CDB+ citotoxicos funcionales. Es mas, en
ausencia de ambos factores de transcripcion, dichas células secretan cantidades
agberrantes de la citoguina IL-17. En base a este reporte v a los resultados obtenidos
previamente, se decidid evaluar si LiT CDB+ SIT estaban produciendo elevados niveles
de IL-17. Dado que el principal linaje de LiT productor de IL-17 son los LiT CD4+, LiT
CD4+ controles fueron utilizados como control. La Figura 12 muestra claramente gue
LiT CD8+ 51T no producen IL-17.
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La capacidad supresora de LIT CD4+ y CD8+ SIT ha sido previamente reportada®®, Sin
embargn, log mecanismos de supresidn de la linfoproliferacién empleados por dichas

células no han sido descriptos aun. Montes v col.? demostraron que LiT 51T suprimen la



BIBLIOTECA DE CIENCIAS QUIMICAS

proliferacidn de LIT convencionales a través de un mecanismo que requiere el contacto
célula-célula.

Caon el objetivo de profundizar en el estudio de los mecanismos involucrados en dicha
supresion, se realizd una evaluacidn cinética de la capacidad supresora de los LiT SIT.
Entender en qué etapa (temprana o tardia) ocurre la inhibicién de la proliferacion,
ayudaria a dilucidar que tipo de moléculas podrian estar involucradas en este fendmeno.
Para ello, mediante ensayos de incorporacion de timidina tritiada, se evalud la
proliferacion de LiT CD3+ (a quienes se denoming LiT respondedores) frente a un
estimulo policlonal ¥ en presencia de LiT CD4+ o CDA+ controles o SIT autdlogos. La
Figura 13 muestra gue, a los distintos tiempos evaluados, los LIT rezpondedores
cultivados solos o en presencia de LiT CD4+ o CDB+ controles son capaces de proliferar
frente al estimulo. 5in embargo, cuando los LiT respondedores fueron co-cultivados con
LiT 5IT, tante CD4+ como CDB+, la proliferacidn se encontrd significativamente
disminuida atdn a tlempos muy tempranos de co-cultivo [24hs). Este hallazgo sugiere

que LiT SIT constituyen una poblacidn celular con capacidad regulatoria intrinseca.
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LiT SIT expresan moléculas inmuno-moduladoras

El estudio cinético de la capacidad supresora de LiT 51T demostrd que LiT 51T son
potentes supresores de la linfoproliferacion a tiempos muy tempranos de co-cultivo,
Este hallazgo, junto con los resultados previamente publicados que demuestran que la
supresion mediada por LiT 51T requiere el contacto celular con los LiT respondedaoress,
nos llevd a estudiar si LiT SIT expresaban, de manera diferencial, moléculas inmuno-
moduladoras que pudieran afectar la proliferacidn de LiT.

Es bien conocido que la activacidn del LiT debe estar regulada con el fin de limitar las
respuestas inmunes vy evitar inflamacion y linfoproliferacion descontroladas. Las sefiales
inhibitorias en los LiT estin mediadas, principalmente, por receptores inhibitorios. Asi,
tras su activacion, los LiT comienzan a expresar Rls como CTLA-4, PD-1, Tim-3 y KLRG-
1, entre otros. Al contactar con sus Hgandos, CDBO/CDES, PD-L1, Galectina-2 v Cadherina
E, respectivamente, los Ris transmiten senales nepativas al LiT gue detienen su
proliferacidn (entre otras funciones). Teniendo en cuenta que la expresion de los
ligandos de CTLA-4, CDBO y CDB6, esta restringida a células presentadoras de antigeno,
salo los ligandos PD-L1, Galectina-9 y Cadherina E fueron evaluados. Ademis,
considerando que dichas moléculas podrian participar en la supresion de la
linfoproliferacion, su expresion se evalud en LiT controles y SIT sin estimular y
estimulados con anti-CD3 /anti-CDES.

La evaluacidn de la expresion de PD-L1 reveld que, en ausencia de estimulo, més del
50% de los LIT SIT [CDZB-), tanto CD4+ como CD8+, expresan dicha molécula en
superficie; mientras que en la poblacidn de LIT controles la expresion es
sipnificativamente menor (Figura 14 a ¥ b). Interesantemente, las tinicas células que
expresaron este ligando en la poblacidn de LiT controles fueron CD2B- (Figura 14 a),
suglriendo gue la expresidn de PD-L1 podria estar asociada a la disminucidén de CD28.
Por otro lado, si bien el estimulo con anti-CD3fanti-CD28 indujo un aumento en la
pxpresion de PD-L1 tanto en LiT 51T como en LiT controles, casi el 100% de los LiT SIT

estimulados expresaron dicha molécula (Figura 14¢).
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Previamente se ha demostrado que pacientes con infeccidn cronica con el virus de
Hepatitis C muestran un incremento en la poblacion de LIT regulatorios
(CD4+CD25+Foxp3+] que expresan Galectina-9 {Gal-2). En esta misma cohorte de
pacientes, se demostro que la expresion de dicha galectina contribuye a la capacidad
supresora de estos LiT regulatorios!®, Ademias, se ha demostrado que Gal-2 soluble
Interacciona con Tim-3 expresado en Li Th1 activados, y que tal interaccidn, gatilla una

serie de sefales que llevan a su apoptosis, conduciendo de esta manera a una



contraccion de los Li Th1 efectores!®, Asi, Gal-9 representa una molécula con capacidad
inmuno-meduladora,

El estudio de la expresidn de Gal-9 reveld que un porcentaje significativamente mayor
de LiT CD4+ v CD8+ SIT expresaron Gal-9 en superficie respecto a LiT controles (Figura
15a v b), mientras que la expresion intracelular fue similar en ambas poblaciones de LiT
(Figura 15c). Interesantemente, los LiT controles que expresaron Gal-9 en superficie
fueron CDZ28-, sugiriendo que podria existir una asociacidn entre la expresidn de CD28 y

la de Gal-9 en la superficie de LiT.
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Muy poco e conoce acerca de |a expresion de Cadherina E en células T de sangre
periférica humana. Un Onico reporte demuestra gque varias sub-poblaciones
leucocitarias, incluyendo LIiT CD8+, expresan Cadherina E. Sin embargo, los mayores
niveles de expresidon de esta molécula son observados en la poblacidn de células
dendriticas de arigen mieloide™,

En nuestras condiciones experimentales se observo que LiT CD8+ controles, ¥ en
menor medida LIT CD4+ controles;, expresaron bajos niveles de Cadherina E en

superficie luego de ser estimuladas (Figura 16).
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Estos resultados, analizados en conjunto, sugieren que FD-L1 v Gal-9 podrian ser
potenciales moduladores de la supresidn mediada por LiT SIT. Estudios funcionales son
requeridos para evaluar sl dichas moléculas realmente participan en la supresion de LiT

respondedores.




CONCLUSIONES I

En esta seccidn se demostrd que:

LIT CD4+ y CD8+ SIT muestran un fenotipo compatible con el de células T
"experimentadas” o de memoria efectora altamente diferenciadas, dado gque
pierden completamente la expresion de CD6ZL, receptor de homing a ganglio
linfatico.

LiT CD4+ y CDB8+ SIT expresan niveles elevados de los receptores inhibitories
Tim-3 y KLRG-1, mientras que exhiben niveles similares de expresién del
receptor inhibitorio PD-1 respecto a LiT CD4+ v CDE+ controles.

LiT CD4+ vy CD8+ 51T son incapaces de producir v/o secretar citoquinas efectoras
como |L-2, IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 adn en condiciones de estimulo policlonal.

Si bien expresan granzimas y perforinas intracelulares, los LiT CD8+ SIT
muestran una reducida capacidad de degranulacién frente al estimulo con
PMA/lonomicina respecto a LiT CD8+ controles. Estos resultados sugieren que la
funcion citotoxica de LiT CDB+ SIT esta severamente comprometida.

LiT CD4+ y CD8+ SIT expresan niveles significativamente disminuidos de la
cadena { del complejo TCR/CD3, hecho que podria comprometer la sefalizacion a
través del TCR.

LiT CD4+ v CD8+ SIT expresan niveles significativamente disminuidos, y hasta en
algunos casos ausentes, de factores de transcripcion asociados a la diferenciacién
¥ funcidn de LiT como T-bet, Blimp-1 y Eomes.

LiT CD4+ y CDB+ SIT suprimen in witro la proliferacion policlonal de LiT
autdlogos a tiempos muy tempranos de co-cultivo, indicande que LiT SIT
constituyen una poblacion celular con capacidad regulatoria/supresora
intrinseca.

LiT CD4+ v CD8+ S5IT, expresan, en ausencia de estimulo, mavores niveles de las
moléculas inmuno-moduladoras PD-L1 y Galectina-9 en superficie, respecto a LiT
controles, Estos hallazgos sugieren que dichas moléculas podrian mediar la

funcién supresora de LiT SIT.



Los resultados obtenidos, analizados en conjunto, permiten concluir que los LIT SIT
muestran caracteristicas de LiT disfuncionales, debido a que son incapaces de producir
citoquinas efectoras y/o de degranular. 3in embargo, la expresion basal de moléculas
inmuno-modulatorias en LiT SIT, los posiciona como una poblacién con potencial
regulatorio sobre otras sub-poblaciones leucocitarias. En esta parte de la tesis se
demostrd, particularmente, que LiT SIT muestran capacidad supresora intrinseca sobre

la proliferacién de LiT respondedores ante un estimulo policlonal.
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ESTUDIO DE LA MODULACION DE MONOCITOS/MACROFAGOS MEDIADA POR
LINFOCITOS T SENESCENTES INDUCIDOS POR TUMORES

Con el propodsito de desarrollar el objetivo especifico 2 de la presente tesis, se
propuso evaluar i LIT SIT son capaces de modular la  activacion de
monocitos/macrofagos humanos. FPara ello, se utilizo un modelo experimental
previamente reportado por Tiemessen vy col.r< Asl, LiT CD4+ v CDB+ 51T obtenidos
como se indied previamente [Esquema Experimental 1, Resultados 1) fugron cultivados
con monocitos autélogos en una relacion 1:1 monecito/LiT 51T, en presencia de anti-
CD3 durante 40hs. Luego de este periodo de tiempo se realizaron estudios fenotipicos v
funcionales [Esquema Experimental 2). Ademds, con la Analidad de simular un ambiente
inflamatorio [componente comin a todos los tumores solidos) los co-cultivos fuerom
estimulados con LPS durante 48hs adicionales, Posteriormente, se realizaron los

estudios funcionales indicados en el Esquema Experimental 2.
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LiT SIT ind tivacién clasica d itos /macrit

Como primer objetivo se evalud si los LiT CD4+ y CD8+ SIT eran capaces de modular
la diferenciacion de monocitos humanos. Es relevante aclarar en este punto que la
adherencia de los monocitos a la placa de cultivo es un evento de activacion que puede
inducir expresion génica y hasta secrecidn de proteinas'®, De manera que, luego de
varlas horas de cultive los monocltos humanos se convierten en una mezcla
indistinguible de monocitos y macréfagos. Es por ello que a esta poblacién se la
nombrard como monocitos/macréfages (Mo/Ma) durante el desarrollo del resto del
manuscrito.

Monocitos CD14+ fueron cultivados solos o con LIT autdlogos SI1T o controles. Luego
de 40 horas de co-cultivo, se evaluaron marcadores fenotipicos por citometria de fAlujo
en la poblacion de Mo/Ma CD14+. Se analiza la expresion de moléculas como CD16, CMH
y co-estimulatorias cuyo incremento ha sido asociado a un perfil de activacidn cldsica
[M1). Ademds, se evalud la expresién de CD206 y la capacidad fagocitica de Mo/Ma cuyo
incremento habltualmente se asocia a un perfil de activacidn alternativa (M2)813,

El andlisis de la expresion de CD16, molécula tipicamente asociada con macrdfagos
pro-inflamatorios o clasicamente activados!'®114, reflejd que los Mo/Ma co-cultivados
con LiT CD4+ v CD8+ SIT mostraron niveles significativamente mayores de dicha
molécula respecto a los Mo/Ma co-cultivados con LIiT CD4+ y CD8+ controles [Figura
18a), Ademas, se observd que los Mo/Ma co-cultivados con LIT controles expresaron
niveles de CD16 similares a los observados en los Mo/Ma cultivados solos (Figura 18a),
indicando gue LiT SIT, tanto CD4+ como CDE+, indujeron un aumento en la expresiin de
CD16 en la poblacion de Mo/Ma CD14+. En contraste, no se hallaron diferencias en la
expresion de HLA-DR (una molécula del CMH clase 11 clasica) (Figura 18b) ni de
moléculas co-estimulatorias/inhibitorias como CDB6 (Figura 1Bc) v B7.H4 (Figura 1Ed],
respectivamente.

Conjuntamente, €l andlisis de la expresion del receptor de manosa, CD206, reveld que
los Mo/Ma co-cultivados con LIT CD4+ y CDE+ S5IT exhiben una expresion
significativamente menor de dicho receptor respecto a los Mo/Ma co-cultivados con LiT
CD4+ v CD8+ controles (Figura 18e).



Teniendo en cuenta que macrifagos activados alternativamente muestran mayor
capacidad fagocitical'™ v con el objetivo de profundizar ain mas en el perfil de
activacion de los Mo/Ma co-cultivados con LiT SIT, se realizd un ensayo de fagocitosis
utilizando particulas de poliestireno fluorescentes, En concordancia con su fenotipo de
células clisicamente activadas, los Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ v CD8+ SIT no
mostraron un [ncremento en su actividad fagocitica respecto a aquelles co-cultivados
con LIT controles o cultivados en ausencia de LIT (Figura 18f).

El andlisis de los resultados, en conjunto, indica gque los LiT 5IT conducen a los Mo/Ma

humanos hacia un perfil de activacion clasica.
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Para establecer si la adquisicion de un fenotipo de activacién clasica se correspondia
con su funcion efectora se determind, por citometria de flujo, la produccidn de RO5 y NO
en la poblacion de Mo/Ma CD14+, Asi, se encontréd un porcentaje significativamente
mayor de Mo/Ma productores de ROS (Figura 19a) y de NO (Figura 19b] cuando fueraon
co-cultivados con LiT SIT, tanto CD4+ como CDB+, respecto a los Mo/Ma co-cultivados
con LiT controles. Ademads, como se aprecia del anilisis de los valores de intensidad de
fluorescencia media (Figura 19), los Mo/Ma co-cultivados con LIT controles y SIT

produjeron mayores niveles de ROS y NO respecto a los Mo/Ma cultivados en ausencia
de células T.
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La respuesta inflamatoria juega roles decisives en los diferentes estadios de

desarrollo de un proceso tumoral incluyendo: iniciacidn, progresian, conversion hacia
malignidad, invasion ¥ metastasis, Ademas, en los dltimes anos, muchos estudios han
demostrado que la inflamacidn también afecta la inmunovigilancia en tumores y la
respuesta a la terapia’. La mavoria de los tumores solidos promueven respuestas
inflamatorias a través de |la secreclén de moléculas capaces de activar a macrdfagos
asociados al tumor (TAM, del inglés: fumor-gssociated macrophages) a través de
receptores tpo Toll, como TLR4 vy TLR2. Ademas, células tumorales muertas (resultado
de guimioterapias o de una respuesta inmune anti-tumoral efectiva) liberan ligandos
endopenos de estos TLRs, como HMGB1 (del inglés: high-mobility group protein B I, que
también promueven la inflamacion®*®, Considerando entonces que un microambiente
inflamatorio es un componente comin y caracteristico a la mayoria de los tumores, se
evalud si LiT CD4+ o CDA+ SIT son capaces de modular la funcién efectora de Mo/Ma
patillada por LPS (ligando de TLR4), un estimulo inflamatorio habitualmente utilizado
para estos fines. Asi, se realizd el co-cultive de Mo/Ma con LIT controles o SIT en
presencia de LPS como se indica en el Esquema Experimental 2. En estas condiciones
experimentales, los sobrenadantes de Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT
maostraron niveles significativamente mayores de citoquinas pro-inflamatorias como [L-
15 IL=& ¥ TNF ¥ menores de la citeguina anti-inflamatoria IL-10 comparade con los
sobrenadantes de Mo/Ma cultivados con LiT controles o en ausencia de LIT. Por otro
lado, los sobrenadantes de Mo/Ma co-cultivados tanto con LiT controles como 51T
exhibieron mayores niveles del receptor antagonista de IL-1 ([L-1Ra) respecto a los

Mo /Ma cultivados solos (Figura 20,
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i bien los hallazgos obtenidos y expuestos en la seccion anterior demostraban que
LiT CD4+ y CDB+ SIT no son capaces de producir citoguinas luego de estimulacian
[Resultados 1, Figuras 5 v 6), se decidié corroborar gue el aumento en los niveles de
cltoguinas observado en los co-cultivos de Mo/Ma con LiT SIT era el resultado de una
mayer produccién de las mismas por parte de los Mo/Ma exclusivamente. Para ello, se
evalud la produccidn de eitoquinas por citometria de flujo intracelular en co-cultives de
Mo/Ma y LiT SIT luego de estimulacion con LPS. Tal como se esperaba y
consistentemente con la disfuncionalidad de los LiT SIT, mas del 90% de las células
productoras de TNF, 1L-1P e IL-6 fueron CD14+ [Figura 21), mientras que las células
CD3+ fueron detectadas solo en la poblacidon no productora de citoquinas (datos no

mostrados).
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Dado que los Mo/Ma modulados por LIT 5IT mostraron una respuesta inflamatoria
exacerbada frente a LPS, se evalud si luego del co-cultivo con LiT SIT, los Mo/Ma
exhibian una expresidn incrementada del receptor de LPS (CD14) o del receptor tipo
Toll TLR4, involucrado en la traduccion de sefiales mediadas por LPS. La expresidn de
CD14 y de TLR4 evaluadas por citometria de flujo y western blot, respectivamente, no se
encontraron modificadas en los Mo/Ma co-cultivadas con LIiT CD4+ y CD8+ 5IT respecto
a los Mo/Ma co-cultivados con LiT controles (Figura 22). Estos resultados, en conjunto,
demuestran que el aumento en la respuesta pro-inflamatoria observada en los Mo/Ma
co-cultivados con LiT CD4+ y CD8+ SIT respecto a LiT controles no es resultado de una
modulacidn en la expresion de moléculas involucradas en la sefializacion mediada por
LPS.
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Es bien conocido gue la familia de factores de transcripcion de NF-xB regula la

expresion de multiples genes invelucrados en el desarrollo de una respuesta



inlamatoria. En mamiferos, la familia de factores de transcripcion NF-xB estd
compuesta por homo- v heterodimeros de cinco miembros de la familia de proteinas Rel,
que incluye: NF-kB1 (pl105/p50), NF-kB2 (p100/p52). RelA (p65). RelB y c-Rel. En
ausencia de estimulo, los homo- y heterodimeros de NF-xkB son retenides en el
citoplasma por interaccion fisica con proteinas inhibitorias. Sin embargo, cuando la
célula recibe sefiales extracelulares determinadas, NF-kB rdpidamente ingresa a nicleo
y activa la expresion de miltiples genes. Dos vias de activacidn de NF-kB han sido
descriptas. Una de ellas es la via candnica, o clasica, que involucra la fosforilacidn y
posterior degradacion del inhibidor de NF-xB, IxkBo, lo cual favorece la liberacidn y
posterior translocacidn del dimero p50/p65, quien favorece la transcripcidn de genes
inflamatorios (Figura 23a-1). La otra via, denominada ne- candnica o alternativa, y
menos estudiada en macrifagos, invelucra el procesamiento del precursor pl00 gue
permite |a translocacion del dimero p52/RelB v con ella la transcripcion de varios genes
involucrados en inflamacion v en el desarrollo ¥y mantenimiento de organos linfoides
secundarios (Figura 23a-1[)45,

Teniendo en cuenta que la modulacion de Mo/Ma dirigida por LiT 5IT conduce a una
mayor produccion de mediadores pro-inflamatorios y considerando que la activacion de
MF-kB generalmente esta asociada al desarrollo de una respuesta inflamatoria, se evalud
sl esta via se encontraba preferencialmente activada en los Mo/Ma modulados por los
LiT 5IT. Especificamente, se estudiaron ambas vias de activacion de NF-kB en los Mo/Ma
co-cultivados con LiT SIT o LiT controles y en los Mo/Ma cultivados en ausencia de LIT.
Para ello, se evalud por western blot la expresion de fosfo-lxBa y 1a translocacion a
niiclen de p65 por microscopia confocal, como indicadores de activacidn clasica de dicha
via. Ademds, se evalud por western blot, la expresion de pl00 y p52 como indicadores
de activacion alternativa de NF-kB, Se observd gque, luego de 120 minutos de
estimulacion con LPS, los Mo/Ma modulados por LiT CD4+ y CDB+ SIT mestraron una
mayor expresion de fosfo-lkBa respecto a aguellos co-cultivados con LiT controles
[Figura 23b). En concordancia con este resultado, por microscopia confocal se observi
gue luego de 120 minutos de estimulacion con LPS, los Mo/Ma que habian sido co-
cultivados com LIT CD4+ y CDB+ SIT mostraron mavor expresion nuclear de p65
respecto a los Mo/Ma co-cultivados con LiT controles o cultivados en ausencia de LiT

{Figura 23c). Ademas, por citometria de Aujo intracelular, se encontrd que luego de la



Hegulindos L

estimulacién con LPS, los Mo/Ma co-cultivados con LiT SIT exhibieron mayores niveles
de tirosinas fosforiladas respecto a los co-cultives con LIT controles (Figura 23d),
indicando que los Mo/Ma modulados por LiT 51T se encontraban mas activados. Por otra
parte, la expresion de p100 y p52 no se hallo substancialmente modificada en los Mo/Ma
co-tultivados con LiT SIT respecto a los co-cultives con LiT controles (Figura 23e). Estos
resultados, en conjunto, indican que los Mo/Ma modulados por LiT SIT, tanto CD4+

como CD8E+, muestran una mayor activacién de la via candnica feldsica de NF-kB.
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activarson cananicn [1] % ne vendndca (11 de NF-sB. () Expresion de ixBa fesfarilado v p3@oonm Mao/Ma
il tivados solos o con LT contiales 4 ST pre- v post- estlinnlo con LPS @ distintes tempos como se indica
en b fpeas B gedfico de baveas represents los niveles densttomiétriops de fosto-[eBo respectaa B, (c)
Expresidn de peh (verde) v uncatn noclear con Jodoro de Prapdio (1, moge o en Mo/ Sa cultivados solos o
com LT eontredes o SIT ¥ estimulados con LPS durante 120 i, Fotoprafing de microscepia confueal
[&0%]. ¢d) HEstogramas muestran i expresion imtracelular de trosimas lesloritckns | FY260 evaluada o
citometria de flagn en Moy sa CD L ds culiivados con LT controles o SIT estbmelaches oon LPS duringe 52
i, () Expresion de p100, b2 v pSE en MofMa coltwades solos o con 13T contrales o 51T pre« v past-
estimuln con [[P5 a distintos bompos come se indis en a0 hgore, Ba tedog Tos caso, I il taddiog

garresponden a un donante representativo de 3.

Considerando que la activacion de la via candnica de NF-xB ha sido implicada en la

induccitn de mediadores pro-tumorigénicos!! y que dicha via se encuentra activada en
los Mo/Ma modulados por LiT 51T, se determind la produccién de factores relacionados
con la angiogénesis como VEGF-A, MMP-9 e IL-B en los sobrenadantes de cultive post-
estimulo con LPS. En la Figura 24a se muestran las cantidades normalizadas de estos
factores, respecto a Mo/Ma cultivados en ausencia de células T. Se puede observar que,
los niveles de los tres factores angiogénicos evaluados se encontraron significativamente
incrementados en los sobrenadantes de co-cultive de Mo/Ma con LiT CD4+ v CDB+ SIT

respecto a los LiT controles.
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Con el objetive de excluir a los LIT como posibles productores de factores
angiogénicos, realizamos co-cultivos de LiT SIT {CD4+ o CD8+) con Mo/Ma autdlogos v
posteriormente realizamos una tincion intracelular de dichos factores. Se observo que
tanto en los co-cultivos con LiT CD4+ SIT (Figura 25a) como CD8+ SIT (Figura 25b) mas
del 30%; de las células productoras de MMP-9 e IL-B fueron Mo/Ma CD14+. Ademas, se
confirmo que LiT CD4+ y CD8+ SIT no producen cantidades significativamente mayores
de VEGF-A respecto a LiT controles luego del estimulo con anti-CD3 fanti-CDZ8 (Figura
25¢).
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Ademas, se evalud la produccidn de 1P-10/CXCL10, un factor cominmente producido
por macrofagos, gque exhibe una potente actividad angiostitica e Inhibe la
tumorigénesis?*’, En los sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma v LiT CD4+ o CD8+ SIT
se detectaron concentraciones significativamente menores de este factor respecto a las
concentraciones halladas en los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma y LiT cantroles
(Figura 24b).

Ha sido extensamente demostrado que la angiogénesis (formacién de vasos

sanguineos de nova) es un paso imprescindible para el crecimiento v la diseminacidn de
un tumor. Por otra parte, se ha reportado que macrofagos asociados al tumor son células
clave en la regulacidn de este proceso a través de la secrecidn de citoquinas y factores de
crecimiento gue influencian el comportamiento de células endoteliales!'®186.137 Tenjendo
en cuenta estos reportes, se evalud si factor/es solublefs liberados por los Mo/Ma
modulados por LiT 51T eran capaces de favorecer |a angiogénesis.

Para evaluar si factores secretados por los Mo/Ma modulados por LiT SIT eran
capaces de favorecer |a formacién de estructuras tubulares/capilares a partir de células
endoteliales, se realizaron ensayos de tubuwlogénesis in vitro. Para ello, células
endoteliales de microvasculatura humana (HMEC del inglés: human microvoscular
gndothelial cells) sembradas sobre Matrigel, fueron cultivadas con los sobrenadantes de
co-cultive de Mo/Ma v LiT SIT o LiT controles, o bien con los sobrenadantes de los
Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. Luego de 1B horas de cultive, se evalud la
formacion de tibulos/capilares a través de la cuantificacion de puntos de ramificacidn.
Como se puede observar en las fotografias de la Figura 26, las células HMEC cultivadas
con los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma v LIiT CD4+ o CDB+ SIT poseen un
nimero significativamente mayor de puntos de ramificacion respecto a células HMEC
cultivadas con los sobrenadantes de co-cultive controles (Figura 26a v b). Este resultado

indica que los Mo/Ma modulados por LiT SIT podrian favorecer la angiogénesis.
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Con el objetive de determinar si mediadores secretados por los Mo/Ma modulados
por LiT CD4+ y CDA4 SIT podrian influenciar el comportamiento migratorio de células
endoteliales se realizaron ensayos de “Wound Healing™ o cicatrizacion. Para ello, células
HMEC fueron cultivadas hasta confluencia y posteriormente se realizd una "herida® en la

monocapa celular. Estas células fueron luego cultivadas durante 6hs. con los



sobrenadantes de co-cultivos de Mo,/Ma con LiT SIT o LiT controles o sobrenadantes de
Mo/Ma cultivados solos. La Figura 27a muestra las fotografias tomadas a distintos
tiempos de cultivo para cada una de las condiciones. La cuantificacion del porcentaje de
cierre de las heridas en presencia de los distintos sobrenadantes de co-cultivo reflejd
que mediadores secretados por los Mo/Ma modulados por los LiT SIT no afectan de
manera diferencial el comportamiento migratorio de las células endoteliales (Figura
27h). Este hallazgo no resulta contradictorio en relacidn al de tubulogénesis dado que
los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de tubulogénesis vy wound

healing son diferentes!e,
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Otro evento imprescindible para el crecimiento v la diseminacién de un tumor
depende de la capacidad de sobrevida de las células tumorales. En este sentido, como se
menciono previamente en la introduccion, células tumorales pueden escapar a los
mecanismos de inmunosupresién a través de |a expresion de moléculas anti-apoptéticas
v & la vez pueden recibir sefiales de sobrevida mediadas por receptores para factores de
crecimiento, factores angiogénicos, citoguinas pro-inflamatorias, entre  otras’,
Considerando estos reportes, se investigd si mediadores secretados por los Mo/Ma
modulados por LiT CD4+ v CD8+ 5IT podrian afectar la sobrevida de células tumorales.
Para ello, células Hela ([derivadas de cancer cervical humano) se trataron con
Mitomicina para inhibir su capacidad proliferativa y evaluar de esta manera solo su
sobrevida. Posteriormente fueron cultivadas con los sobrenadantes de co-cultivos de
Mo/Ma con LiT SIT o LiT controles o con los sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en
ausencia de LiT. A las 4Bhs de cultivo, la viabilidad de dichas cé#lulas fue evaluada por
citometria de flujo a traves de la utilizacién de un compuesta guimico fluorescente con
fuerte afinidad por el ADN llamado 7-AAD (7-AminoActinomicinaD). La Figura 2B
muestra gue células Hela tratadas con los sobrenadantes de co-cultivo de Mo,/Ma con
LIT CD4+ y CD8+ SIT mostraron menor porcentaje de muerte (células 7-AAD positivas)
respecto a aquellas tratadas con los sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en ausencia de
LiT o con LiT controles, indicando que algun/os mediador/es presente/s en los
sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma con LIT SIT promoveria/n la sobrevida de

células tumorales,
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Este hallazgo, junto con los datos que indican que factores solubles secretados por los
Mo/Ma modulados por LT SIT favorecerian la formacién de estructuras
tubulares/capilares, permiten especular gue la interaccion Mo/Ma = LiT SIT podria

facilitar la progresion tumoral.

Para investigar si la modulacién de Mo/Ma medlada por LIT CD4+ y CD8+ SIT
requeria sefales derivadas del contacto celular o de factores solubles, se realizaron co-

cultives de Mo/Ma con LiT CD4+ y CD8+ SIT (CC) tal como fue descripto previamente o

en presencia de un transwell [TW) que permite que Mo y LiT CD4+ y CD8+ SIT estén




separades por una membrana semipermeable. Como se puede observar en la Figura 29,
la interrupcion del contacto fisico entre los Mo/Ma y los LiT CD4+ o CD8+ SIT anula casi
completamente la capacidad de los LiT SIT de potenciar la produccion de TNF, IL-1[3, IL-
& & IL-8 por parte de Mo/Ma.
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Los resultados obtenidos permitieron concluir que la modulacion de Mo/Ma por LIT
SIT reguiere el contacto celular entre ambas poblaciones celulares. Por consiguiente,
nuestro siguiente objetivo fue profundizar adn mas en las vias implicadas en dicha
modulacidn. Para ello, se realizd un exhaustive estudio fenotipico tanto de LiT CD4+ o

CDE+ SIT como de Mo/Ma, focalizando el estudio especificamente a moléculas



expresadas en la superficie celular cuya interaccion pudiera estar involucrada en |a
induccién de cltoguinas pro-inflamaterias en Mo/Mal* 151, E| estudio fenotipico reveld
que, luego de la estimulacidn con anti-CD3, los LIT CD4+ y CD8+ 51T expresaban niveles
significativamente mayores de Tim-3 y CD40L respecto a LIT controles (Figura 30b).
Asimismo, se observo que los Mo/Ma estimulados in vitro con LP5S expresaron, tanto én
superficie como en citoplasma, Gal-9 uno de los ligandos de Tim-3 mas estudiados!
[Figura 30c). Ademas, se ohservo que el 20% de la poblacion de Mo/Ma expresaron la
molécula CD40, receptor de CD40L (Figura 30d). Por otra parte, se confirmaron
observaciones previas publicadas por Zhang Y. y col.152, que demuestran que monocitos
humanos CD14+ expresan altos niveles de Tim-3 en ausencia de estimulo; s5in embargo,
cuando dicha poblacién se estimula con LPS la expresion de Tim-3 se reduce
significativamente. En concordancia con dichas observaciones, en nuestras condiciones
de co-cultivo, la expresidn de Tim-3 en los Mo/Ma se halld completamente disminuida
respecto a la observada en monocitos obtenidos ex vivo (Figura 30e). Este resultado
permite descartar posibles interacciones homotipicas entre Tim-3 y Gal-9 de los Mo/Ma
en los co-cultives asi coma que Tim-3 esté involucrado en el aumento de la produccion
de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a LPS como ha side previamente

reportadols1sg,
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El aumento en la expresion de Tim-3 v CD40L en LiT CD4+ y CD8+ SIT v la expresién

de sus contrapartes Gal-9 v CD40 en Ia superficie de los Mo/Ma llevd a determinar si
interacciones entre LIT SIT y Mo/Ma a travis de estas moléculas estaban involucradas
en el fendmeno de modulacidon observado.

Previamente se ha demostrado que la interaccion entre Tim-3 y Gal-9 puede ser
blogueada competitivamente por lactosa, Con el fin de evaluar si la interaccién Tim-
3/Gal-9 estaba involucrada en la modulacidn de Mo/Ma mediada por LiT SIT, se
realizaron los co-cultivos de Mo/Ma v LiT 5IT en presencia de dos concentraciones
diferentes de lactosa. Luego, se evaluaron en los sobrenadantes de co-cultivos |a
citoquina pro-inflamatoria IL-1p v el factor angiogénico VEGF-A. Como se puede
abservar en la Figura 31. ambas concentraciones de lactosa fueron capaces de reducir
significativamente la produccién de IL-1[} vy VEGF-A, sugleriendo que la interaccidn Tim-
3/Gal-9 podria estar involucrada en [a modulacidn de Mo/Ma mediada por LIiT tanto
CD4+ como CDB+ SIT,
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Para confirmar el resultade anterior y para determinar si la via CD40L/CD40
participa en la Interaccidn Mo-Ma/LIT SIT favoreclendo la produccién de factores
angiogénicos v citoguinas pro-inflamatorias, se realizaron ensayos blogqueando
especificamente las interacciones Tim-3/Gal-% y CD40L/CD40. Asi, monocitos CD14+
fueron cultivados con LiT CD4+ y CD8+ 51T en presencia de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra Tim-3 y CD40L. La Figura 32a muestra que la produccidon de 1L-1f, IL-6,
VEGF-A e IL-8 por parte de Mo/Ma modulados por LIT CD4+ SIT estuve
significativamente reducida luego del tratamiento con anti-Tim-3 (Mediana de
reduccidn: 12, 11, 59 y 36%, respectivamente). Asimismo, en los sobrenadantes de co-
cultivo de 5 donantes de un total de 7 se observd una reduccidn en los niveles de TNF
luego del tratamiento con anti-Tim-3, sin embargo, la inclusidn de los donantes
menos/no respondedores en el analisis llevd a determinar que la diferencia observada
no era estadisticamente significativa. Por otra parte, €l blogueo de la interaccion de
CD40L/CD40 resultd en una menor preduccién de IL-1[, IL-6, TNF e IL-8 por parte de
Mo/Ma modulados por LiT CD4+ SIT (Mediana de reduccidon: 22, 17, 37 v 389,
respectivamente) (Figura 32a). Es interesante recalcar que los sobrenadantes de Mo/Ma
modulados por LIT SIT de la mayoria de los donantes (5 de 6) produjeron menores
cantidades de VEGF-A en presencia de anti-CD40L [Mediana de reduccidn: 31%). Sin
embargn, el analisis que incluye a todos los donantes revela que la disminucion no fue
estadisticamente significativa.

Por otra parte, Mo/Ma co-cultivados con LiT CD8+ SIT mostraron una respuesta
levemente diferente a la observada en aquellos co-cultivados con LiT Chd+ S1T. Asi, se
observd que anticuerpos contra Tim-3 fueron capaces de reducir de manera significativa
la produccion de TNF, VEGF-A e IL-8 [Mediana de reduccién: 36, 70 y 23%.
respectivamente) pero no de IL-1f ni IL-6. Sin embargo, los Mo/Ma de la mayoria de los
donantes evaluados mostraron una tendencia a disminuir la secrecidn de ambas
citoquinas (Figura 32b). El tratamiento con anti-CD40L redujo significativamente sdlo la
produccidn de TNF e IL-B en estos co-cultivos (Mediana de reduccidn: 41 y 61%,
respectivamente], mientras que no tuvo efectos evidentes en la produccién de IL-1§, IL-
6 ni VEGF-A (Figura 32b), sugiriendo un rol mas limitado de la via CD40L/CD40 en la
modulaciéon de Mo/Ma mediada por LiT CDE+ 5IT.
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CONCLUSIONES 11

En esta parte de la tesis se demostrd que:

* LiT CD4+ vy CDB+ SIT promueven la activacién clisica de Mo,/Ma humanos, ya que
favorecen un aumento en la expresidn de CD16, una disminucidn de CDZ06 v un
aumente en la produccldn de ROS v NOL

* En condiciones inflamatorias, LiT CD4+ y CD8+ SIT promuéven una mayor
produccién de cltoquinas pro-inflamatorias v de factores pro-angiogénicos por
parte de Mo/Ma y disminuyen la produccién de IL-10 v del factor angiostatico 1P-
10 como consecuencia de una mayor activacion de la via candnica de NF-xB.

® In vitro, factores solubles liberados por Mo/Ma modulados por los LIT 51T
favorecen la sobrevida de células tumorales v la formacidn de estructuras
tubulares a partir de células endoteliales sugiriendo gue [a interaccidn de los
Mo/Ma con los LiT SIT podria favorecer la progresion tumaral.

* La modulacion de Mo/Ma mediada por LiT CD4+ y CD8+ 5IT requiere el contacto
celula-célula e involucra las vias Tim=3/Gal-9 v CD40L/CD40. El tratamiento de
los co-cultivos de Mo/Ma con LiT 5IT con anticuerpos monoclonales anti-Tim-3
redujo la produccion de citoguinas v factores angiogénicos en el B0% de los
donantes testeados. El tratamiento con anticuerpos anti-CD40L mostrd el mismo
efecto en Mo/Ma co-cultivados con LiT CD4+ SIT mientras que demostrd ser mas
limitado en co-cultivos de Mo/Ma con LIT CD8+ SIT, indicando que la via
CDA0L/CD40 tendria un rol menos importante en la modulaciéon de Mo/Ma
mediada por LiT CD8+ 5IT respecto a LIT CD4+ SIT.

Los resultados obtenidos, analizados en conjunto, permiten concluir que LiT SIT
podriar afectar la respuesta inmune innata a través de la modulacion de la activacion de
Mo/Ma hacia un perfil pro-inflamatorio y pro-angiogénico. Mediadores liberados por
Mo/Ma modulados por los LiT CD4+ y CD8+ SIT sustentan la sobrevida de células
tumorales y favorecen la formacion de tdbulos/capilares in vitro, a través de un efecto
directo sobre células endoteliales. Estos hallazgos sugieren gue la interaccidn entre

Mo/Ma y LiT SIT podria promover la progresion tumaoral, De esta manera, los LiT 51T




emergen como una nueva poblacién celular relevante en la compleja interaccion entre el

tumor y las células infiltrantes de tumores que influiria en la progresion tumoral.
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4, DISCUSION

En los dltimos afios s ha demostrado que las células tumorales emplean diversos
mecanismos gue actdan en conclerto para evadir la respuesta inmune del hospedador.
La hipotesis del presente trabajo de tesis postula que la induccion de senescencia de
linfocitos T podria ser considerada como un nuevo mecanismo de evasion de la
respuesta inmune. En este sentido, trabajos previos que dieron sustento a la hipotesis,
demostraron que lineas tumorales de diversos origenes a través de la secrecion de
factor/es soluble/s pueden inducir, in vitro, senescencia de linfocites T humanos tanto
CD44 como CDB+54. Ademis, se ha reportade que la poblacion de LiT senescentes se
encuentra incrementada en sangre periférica e infiltrando tumores en pacientes con
distintos tipos de cdncer®585052 De hecho, es Interesante destacar que, el nimero de LIT
CD8+ CD28- en periferia o5 un indicador prondstico negative en algunos tipos de

CAnpersEiFEs,

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral muestran que LiT SIT presentan
alteraciones fenotipicas v funcionales gue comprometen severamente su funcidn coma
células T efectoras. Asi, demostramos que luego de la estimulacidon con PMA/flonomicina
o con anti-CD3 fantl-CD28, los LiT SIT no producen citoquinas como 1L-2, IFN-y, TNF, IL-
6 e IL-10. Nuestros resultados concuerdan con los publicados por varios grupos de
investigacion que demuestran que LiT con caracteristicas de senescencia producen
niveles muy bajos de IFN-y e IL-267%80, Sin embargo, hasta el presente no se habia
reportado que LiT 5IT pierdan la capacidad de secretar un abanico tan amplio de
citoquinas. De hecho, Filaci v col® reportaron que LiT CDB+ CDZ2B- de pacientes con
cancer son importantes productores de IL-10. 5i bien nuestros resultados indican gue
LiT SIT in vitro son incapaces de producir IL-10, es posible que LiT senescentes de
pacientes con cdncer hayan recibido miltiples sefiales in vive, tanto sinérgicas como
antagonicas, que diluyan el efecto neto de la célula tumoral sobre la induccidn de
senescencia en el LiT como se observa en nuestros resultados in witro. Por otra parte, Ye

¥ col.™ demostraron que LIT senescentes, aunque no inducidos por células tumorales

sino por LiTregs in vitro, producen elevados niveles de IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10, pero



muy bajos de [L-Z. Existen varias ragones que pusden explicar estos resultados
discordantes, En primer lugar, dado que los mecanismos que conducen al LiT hacia la
senescencia -ya sea factores secretados por la linea tumoral o por los LiTregs- podrian
ser diferentes, se podria esperar que dichas células respondan en forma diferente a la
estimulacidn. En segundo lugar, en nuestro modelo experimental, la evaluacion de la
funcionalidad de LIT SIT fue realizada a los 7 dias de cultivo post-incubacion con la linea
tumoral. En este tiempo, se observa la maxima pérdida de expresion de moléculas co-
estimulatorias, indicando un estadio de senescencia probablemente mayor, que podria
correlacionarse con la total pérdida de produccidn de citoquinas. Posiblemente, la
realizacion de los estudios funcionales de los LIiT SIT en tlempos mds (empranos nos
permitira arrojar luz a estas aparentes discrepancias.

Adicionalmente, ohservamos que la expresion de granzima A y perforina en LIT CDBE+
SIT fue comparable a la encontrada en LiT CD8+ controles. Mientras que un mayor
porcentaje LiT CD8+ SIT expresaron granzima B intracelular, 5in embargo, dichas
células mostraron una reducida capacidad de degranulacién en comparacion con LiT
controles. Estos resultados estan en concordancia con los datos reportados por Sakhdari
v col.l% guienes demostraron que individuos infectados con el VIH presentan, en sangre
periférica, LIT CDB+ especificos para antigenos virales que expresan grandes niveles de
granzimas y perforinas pero que son incapaces de degranular. Por otro lado, el hecho
gue un mayor porcentaje de LiT SIT expresaran granzima B no fue completamente
sorprendente, dado que concuerda con los reportes que demuestran que LiT CDB+ con
caracteristicas de senescencia expresan niveles elevados de este mediador cltotoxico!*"
159, Sin embargo, hasta el presente no hemos dilucidade si el contenido de granzima B en
los LiT SIT se debe a una mayor sintesis de dicha molécula © a un mayor
almacenamiento en los grinulos como resultado de su capacidad reducida de
degranular. Seria sumamente interesante evaluar si LIT CD8+ SIT son capaces de

sintetizar granzimas y perforinas de novo.

Nuestros resultados demuestran que LiT SIT presentan también modificaciones
fenotipicas que podrian estar directamente relacionadas con alteraciones en su
funcionalidad. Es blen conocido que la molécula CD62ZL (L-selectina) estd implicada en la

migracidn de los LiT virgenes a ganglios linfiticos para su activacidn especifical® y en el



transporte de LT activados a sitioe de inflamacioni®*niet Nyestros resultados
demuestran que LIiT 51T pierden completamente la expresion de la molécula de adhesion
CD6ZL, sugiriendo que su capacidad migratoria podria estar afectada. Adn queda por
dilucidar si el programa de senescencia inducido en los LiT es responsable per se de la
modificacion en la expresion de CD6ZL, o si el contacto directo con las células tumorales
lleva a la pérdida de dicha molécula. En este sentido, un trabajo reciente demuestra que
células supresoras mieloides (CSM) a través de la expresidn superficial de una enzima
(ADAM17) que cliva el ectodominio de CD62L inducen una disminucidn en la expresion
de esta selectina en LiT CD4+ y CDR+ 16,

En concordancia con reportes bibliogrificos, nuestros resultados demuestran que los
LIT SIT exhiben elevados niveles de los receptores inhibitorios Tim-3 ¥y KLRG-1 pero no
de PD-1. De hecho, mientras la expresidon de KLRG-1 se ha propuesto como un marcador
de senescencia de LiT humanos, la expresion de PD-1 denota mas bien un estado de
agotamiento de LiT™ 7351103, Puntualmente Baitsch y col.1%1 demostraron que existe una
correlacidn inversa entre la expresion de PD-1 v el receptor inhibitorio KLRG-1 en LiT
infiltrantes de tumores. Muestros resultados demuestran que un bajo porcentaje de LiT
controles expresaron KLRG-1. Interesantemente, la expresiin de este receptor en dichas
células se encontrd restricta a la poblacion CD28 negativa. Estos resultados sugieren que
la expresion de KLRG-1 podria estar inversamente asociada a la expresion de CD28 en
LIT humanos. Ademds, de alguna manera reafirman la propuesta de utilizar a KLRG-1
como un nuevo marcador de senescencia en LiT humanos.

La expresidn de estos receptores inhibitorios resulta de fundamental importancia
dado gue los mismos inhiben funciones celulares complejas v podrian mantener a los
LiT en un estado de disfuncionalidod, guiescencia yv/o hiporrespuesta®®. Nuestro objetivo
futuro es evaluar si el bloqueo de la senalizacion por dichos receptores es suficiente para
restaurar algunas de las funciones afectadas en los LiT SIT come la produccién de
citoquinas, la capacidad para degranular de LIT CDB+ y la proliferacién frente a
estimulos policlonales.

La disminucidon de la expresitn de la cadena { del complejo de sefializacidn TCR/CD3
representa otro mecanismo que compromete severamente la funcionalidad del LiT. De
hecho, la disminucidn en [a expresion de dicha molécula se ha documentado en LiT

infiltrantes de tumor o de sangre periférica en pacientes con tumores de diversos



origenes!&2-155 En este sentido, se ha propuesto que la disminucion en la expresion de la
misma podria ser considerada como wn factor prondstico en pacientes con cancer!®e,
Muestros resultados indican que los LiT SIT muestran una reduccion significativa de
dicha molécula en comparacion con los LiT controles. Estos resultados concuerdan con
los publicados por Kuss v col.'® guienes reportaron que LiT CD8+ CDZ7- de sangre
periférica de pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, muestran una expresion

reducida de la cadena { v defectos en la produccidn de IFN-y luego de su estimulacidn.

Es ampliamente conocido que los factores de transcripcion asociados a la
diferenciacién de LiT controlan y/o regulan funciones efectoras en dichas células, como
por ejemplo, produccién de citoquinas, quemoquinas, moléculas citotdxicas y la
expresion de receptores inhibitorios, entre otrog!1t.135 Nyestros resultados indican gue
LAT SIT muestran una disminucién marcada en la expresién de T-bet mientras que los
factores Blimp-1 ¥ Eomes estdn ausentes en esta poblacidon celular, Estos hallazpos
concuerdan con los obtenidos por Crawford y col.’?" gue demuestran gue niveles bajos
de T-bet son necesarios para mantener a log LIT en un estado de
agotamiento/disfuncionalidad. No obstante, la ausencia de Blimp-1 v Eomes resulto
sorprendente dado que los LIT agotados -una poblacién cuyo fenotipo ¥ funcidn se
encuentran estrechamente relacionados con los LiT senescentes- muestran una elevada
expresion de dichos factores!3167168 Sp pecesitan estudios mas profundos para
dilucidar si la ausencia o disminucidn de los factores de transcripeion se correlaciona
con la pérdida de ciertas funciones en los LiT SIT o bien, si el programa de senescencia
involucra modificaciones epigenéticas que impidan/silencien la transcripcion de éstas y
otras proteinas en LiT. Avalando esta hipotésis, se han reportado cambios en |a
metilacion del ADN durante la diferenciacion y el envejecimiento fisioldgico en LiT5%
Por otra parte, resulta sumamente interesante evaluar si el FT asociado a la activacidon
de LiT, NFAT (del inglés: nuclear foctor of getivated T-cells), que estd involucrado en la
transcripcidn de citoquinas v otros FTs en los LITY™, se encuentra o no activo en los LIT
SIT. En este sentido, se ha reportado gque dicho factor es incapaz de translocar a nicleo

en LiT CD8+ con caracteristicas de agotamientot??,




Nuestros resultados y los publicados por otros autores?= demuestran que LiT SIT son
capaces de suprimir la proliferacidn de LiT autdlogos. Asimismao, Ye ¥ col. ™ demostraron
que LIT senescentes inducidos por LiTregs tambien suprimen la linfoproliferacion in
vitro e in vive. Analizados en conjunto estos resultados nos permiten postular que si bien
los LiT senescentes pierden algumas funciones efectoras, como la produccion de
citoquinas, adquieren otras como la capacidad de regular a otras poblaciones celulares,

Previamente se demostrd que la supresion de la linfoproliferacion mediada por LiT
SIT no era dependiente de la expresion del factor de transcripcion Foxp3d y que requeria
el contacto célula-célula®, Nuestro estudio cinético aportd que la supresion de la
lInfoproliferacidn ocurre a tiempos muy tempranos de co-cultivo con los LIT autblogos
respondedores. Estos resultados, en conjunto, llevaron a plantear la hipdtesis de que los
LT SIT constituyen una poblaciéon con capocidad regulatoria  intrinseca. En
concordancia, encontramos que la mayoria de los LiT 31T expresaron en superficie
moléculas inmuno-moduladoras tales como PD-L1 y Gal-9.

Previamente =& ha descripto que en procesos infecciosos y cancer, las interacciones
PD-1/PD-L1 v Tim-3 /Gal-9 conducen a la contraccidon de una respuesta inmune!0813%171-
175, De hecho, la via PD-1/PD-L1 es una de las mas estudiadas en cancer ya que involucra
un mecanismo de escape tumoral por el cual las células tumorales que expresan PD-L1
mantienen disfuncionales a LIT intra-tumorales activados que expresan PD-1176-17%, En
este sentido e interesante destacar que ensayos clinicos que utilizan anticuerpos
blogueantes tanto contra PD-1 como PD-L1 han mostrado resultados promisorios en
pacientes con cancer!'®I% |3 interaccion de Gal-9 como moelécula soluble con su
receptor Tim-3 fue inicialmente descripta como un mecanismo auto-regulatorio de las
respuesta de Li Thl. Asi, el IFN-y producido por Li Thl estimula la produccién de Gal-9
quien, al unirse a Tim-3 en la superficie de los Li Thi, gatilla una serie de sefales que
llevan a su apoptosis!?®. Ademas, se ha demostrado que la expresidn de dicha galectina
en LiTregs de pacientes infectados cronicamente con el VHC aumenta su capacidad
supresoralis,

Nuestros resultados sugieren que PD-L1 v Gal-9 podrian ser potenciales moduladores
de la supresion mediada por LiT 5IT. Sin embargn, su participacion en la supresion de
los LIiT respondedores ain debe ser evaluada. A su vez, la expresién de Gal-9 en LiT SIT,

afin en ausencia de estimulo, resulta sumamente Interesante dado que la expresidn
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simultdnea con su receptor inhibitorio Tim-3 sugiere que dicha via podria mantener al
LiT en ese estado de senescencia. Ensayos preliminares realizados, sugieren que el
blequeo de Tim-3, pero no de KLRG-1, en cultivos de LiT SIT estimulados con anti-
CD3//anti-CDZB aumenta la capacidad de dichas células para producir IL-2, Por otra
parte, s¢ ha demostrado que la unidn de galectinas a glicoproteinas de la superficie
celular regula funciones celulares complejas como proliferacidn, migracion y produccion
de citoguinas®™®-15, AGn no se ha evaluado si la union de Gal-9 a determinadas
glicoproteinas de superficie de LiT SIT contribuye, por si sola, a la pérdida de funciones
observada en dichas células. Ademds, tampoco ha sido evaluado en este trabajo de tesis
5i otras galectinas se encuentran diferencialmente unidas a la superficie de LT 5IT, pero

resulia un interrogante atractivo para estudios posteriores.

Los resultados obtenidos, analizados en conjunto, permiten concluir que desde una
vision tradicional los LiT SIT muestran caracteristicas de LiT disfuncionales, debido a
gue son incapaces de producir citoquinas efectoras y/o de degranular. Sin embargo, la
expresion basal de moléculas inmuno-moduladoras en esta poblacion celular indica que
la senescencia de LIT dista de ser un programa que induce total pérdida de funcidn en
los LIT sino mds bien, conduce a la adquisicion de nuevas caracteristicas ¥
funcionalidades con potencial inmuno-modulatoric sobre otras sub-poblaciones
leucocitarias. La capacidad supresora de LiT SIT sugiere que esta poblacion celular
podria tener un rol negativo en la progresidn tumoral dado que podria contribuir a la
amplificacion del microambiente tumoral inmuno-supresor. Asimismo, estos resultados
abrieron nuevos interrogantes, principalmente si LiT SIT eran capaces de modular otras
poblaciones del SI, particularmente de monocitos/macrdfagos quienes constituyen el
principal infiltrado leucocitario en tumores, ¥ a qulenes se atribuye un rol esencial en la

progresion tumoral,

Previamente se ha demostrade que los macréfagos asociados al tumor (TAMSs) son
una poblacion celular heterogénea que adquiere diferentes fenotipos bajo la influencia
de células tumorales asi como del estroma adyacente (revisados por Ruffell B2l y
Biswas 5.K. y Mantovani A.113). Asi, se ha descripto que los TAMs interaccionan con

células del 51 como LiTregs*", LiB v Li Th1,/Th213, Sin embargo, la interaccidén entre LiT




senescentes y macrofagos v su relevancia biolédgica no hablan side reportadas. Este
trabajo de tesis doctoral provee evidencia del rol de LiT CD4+ y CDB+ SIT en la
modulacion de monocitos,/macrofagos humanos. De esta manera, los LiT SIT surgen
como una nueva poblacidn celular relevante que deberia ser considerada a la hora de
estudiar la compleja interaccion entre el tumor v las células infiltrantes de tumores.

La diversidad de los macrofagos es critica para orquestar la gran varledad de sus
funciones efectoras, que van desde Inflamacidn v fagocitosis hasta inmuno-supresion y
remodelacidon tisular, Particularmente, en el microambiente tumoral, el fenotipo v la
funcitn de los TAMs tienen importantes consecuencias para la progresion tumorale.a8s,
En efecto, los macrdfagos M1 son eficientes asesinos, capaces de matar a células
tumorales y promover respuestas anti-tumorales a través de la expresion de moléculas
co-estimulatorias ¥ de la produccidn de citoquinas que favorecen el desarrollo de una
respuesta mediada por Li Th1%, Sin embargo, el fenotipo M1 ha sido asociado también
con la iniciacion v la promocion tumorallLIB8 Se postula gue una vez que el tumor se
inicia v progresa hacia malignidad, el fenotipo de los macréfagos cambia a M218%1% De
acuerde con esto, se ha demostrade que los TAM: estin compuestos por distintas
poblaciones que comparten caracteristicas de M1 y M245.185,

Se ha demostrado que los LIT madulan la activacidn de los macrdfagos in viva e fn
vitro. Asf, a través de la produccién de IFN-y, los Li Thl pueden conducir una
polarizacion clasica mientras que los Li Th2 dirigen una polarizacién hacia M2 a través
de la produccion de IL-4, IL-13 & IL-33 (revisados por Biswas 5.K. y Mantovani A1),
Estudins recientes realizados por Tiemessen v col. 12! destacan que una sub-poblacidn de
LiT adicional es capaz de modular la activacién de Mo/Ma. Estos autores demostraron
que monocitos humanos cultivados con LiTreg (CD4+CD25+Foxp3+) se diferencian a
macrofagos con fenotipo similar al M2 (M2-like). Nuestros resultados demuestran que
después del co-cultive con LiT CD4+ o CDB+ SIT, los Mo/Ma adquieren una respuesta
efectora usualmente atribuible al fenotipo M1. Estos atributos Incluyen un aumento de
la expresion de CD16 en los Mo/Ma CD14+. Dado que, en humanas, la co-expresion de
CD14 v CD16 se utiliza para definir a monocitos inflamatorios?42-14, este hallazgo junto
al aumento significative de la produccidn de ROS, NO y citoquinas pro-inflamatorias por
parte de Mo/Ma modulados por los LiT 51T, indican gue los LIT CD4s v CDB+ SIT

inducen la diferenciacion de los Mo/Ma hacia un perfil inflamatorio o M1. No obstante, al



misma tiempao, los LiT SIT promueven la produccidn de factores pro-angiogénicos tales
como [L-8, VEGF-A, MMP-9 v una baja secrecion del factor angiostatico IP-10,
caracteristicas de un perfil de activacion alternative o MZ. Juntos, nuestros resultados
demuestran que la interaccidon entre LiT 5IT ¥ monocitos resulta en la diferenciacién a
una poblacidon de Mo/Ma con caracteristicas mixtas de M1 y M2,

Numerosos reportes han vinculado estrechamente la inflamacion con tumorigénesis,
angiogénesis y metastasis&%11 En funcién de estos antecedentes, se podria especular
gue dentro del microambiente tumoral, la interaccion entre LiT SIT y macrofagos podria
tener importantes consecuencias en la progresion tumoral, yva que los- LiT SIT
promueven la produccion de mediadores pro-inflamatorios tales como TNF, IL-1( e IL-6.
TNF es una citoguina clave involucrada en inflamacion, homeostasis celular y progresidn
tumoral’™. Concretamente, dicha citoguina es requerida para la proliferacion v la
funcién de células del 51 y estd implicada en la induccidn de muerte en células tumorales.
Evidencias emergentes han mostrado que el TNF es también uno de los principales
mediadores de la inflamacidn relacionada con el cidncer. Asi, esta citoquina actia como
un factor prometor del crecimiento tumoral v esta vinculada a todos los pasos de la
génesis tumoral, incluyendo la transformacion, la proliferacion, la angiogénesis, la
invasion y la metdstasis en muchos tipos de cancer®1281%1, Con respecto a [L-6 e [L-1[,
dos citoquinas pleiotrapicas gue poseen una amplia gama de funciones que contribuyen
a la peneracion/mantenimiento de un microamhbiente que promueve la angiogénesis v la
inflamacidn en cincer. Asimismo, 1L-6 5 esencial para la sobrevida de células tumorales,
sobre todo para las células circulantes que se encuentran durante procesos de invasion y
metistasis?. Las citoquinas pro-inflamatorias TNF e IL-1p tienen una clara funcién pro-
anglogénica va que son capaces de inducir la expresion de factores angiogénicos tales
coma VEGF, IL-8 v MMPs en células endoteliales vasculares, células tumorales y celulas
del 51 que infiltran los tumores.

Existen evidencias que indican que los TAMs |uegan un papel importante en la
regulacion de la angiogénesis dentro del microambiente tumoral a través de la
liberacidn de mediadores pro-inflamatorios v pro-angiogénicos arriba mencionados. En
este sentido, la produccion de MMP-9 por los TAMs ha demostrado ser crucial para la
regulacion de VEGF y la angiogénesis en un modelo murino de cancer cervical inducido

por oncogenes derivados del virus del papiloma humano®®2, Nuestros resultados




demuestran que, ademis de citoquinas inflamatorias, los Mo/Ma modulados por los LiT
CD4+ v CDE+ SIT producen elevadas cantidades de factores como VEGF-A, IL-B v MMP-
9, Ademas, se observd que factor/es presente/s en los sobrenadantes de los co-cultivos
de Mo/Ma y LIT SIT tiene/n potencial pro-angiogenico yva gue fueron capaces de
promover la tubulogénesis in vitre de células endoteliales humanas. Sin embargo,
factores derivados de dichos sobrenadantes no modularon de manera diferencial la
migracion de células endoteliales en ensayos de wound healing. En este sentido, se ha
reportado que las vias moleculares que se activan durante ambos procesos en las células
endoteliales son diferentes®*, En efecto, nuestros resultados concuerdan con esta
hipatesis dado gue indican que factores solubles derivados de los Mo/Ma modulados
por los LIT SIT potencialmente regulan la activacidn/diferenciacién de células
endoteliales favoreciendo procesos de formacion tubular/capilar mas que de migracidn
celular,

Por otra parte, nuestros resultados indican que los sobrenadantes de co-cultivo de
Mo/Ma v LiT SIT promueven la sobrevida de células tumorales in vitro. A pesar de no
identificar elflos mediador/es invelucrados en dicho fendmeno, nuestros resultados
estan de acuerdo con los hallazgos que demuestran que maltiples citoquinas pro-
inflamatorias vy factores pro-angiogénicos proporcionan sefales que previenen la

muerte de las células tumorales! #3196,

Interesantemente, sé ha reportado que citoguinas pro-inflamatorias pueden conducir
a la induccion y/o mantenimiento de un programa de senescencia en fibroblastos
humanos!?®, 51 bien los mecanismos gue conducen al LIT a [a senescencia no han sido
completamente dilucidados, evidencias sugieren que la induccién de senescencia de LiT,
mediada tanto por células tumorales como por otras poblaciones de LiT regulatorios,
esta mediada por factores solublesd #7518, Nuestros resultados indican que los LiT SIT
inducen una mayor produccian de citoquinas pro-inflamatorias por parte de Mo/Ma. Asi,
se podria especular que dichas citoquinas podrian contribuir a la generacidon y/o el
mantenimiento de la senescencia de LiT, creando un mecanismo de retroalimentacion
positiva que podria favorecer la progresion tumoral. Serfa muy interesante evaluar en

modelos experimentales in vive 5i este mecanismo de retroalimentacion existe.



Como era de esperar, considerando nuestros resultados gue indican gue los LIT SIT
son incapaces de producir citoguinas efectoras, demostramos que la modulacidn de
Mo/Ma mediada por los LiT SIT requiere el contacto célula-célula. Especificamente,
demostramos que las interacciones Tim-3/Gal-9 y CD40L/CD40 participan en la
modulacién de Mo/Ma por parte de los LiT SIT. Sin embargo, no podemos descartar la
participacidn de otras vias adicionales. Interesantemente, nuestros resultados indican
que los LiT CD4+ y CDE+ SIT utilizan diferentes moléculas para interactuar con los
Mo/Ma y para regular aspectos particulares tales como |a secrecion de citoguinas pro-
inflamatorias y factores angiogénicos en esta poblacion celular. Cabe destacar que la
interrupcion del contacto entre los Mo/Ma y los LiT SIT en ensayos de co-cultivo en
presencia de un transwell, conduce a la disminucidn casi completa de la produccidn de
citoquinas en dichos co-cultivos. Sin embargo, el blogueo especifico de las vias Tim-
3/Gal-9 y CD40L/CD40 en los co-cultivos reduce parcialmente la produccion de
citoguinas, Estos hallazgos sugieren la participacién de otras moléculas en la
modulacion de los Ma/Ma por parte de los LiT SIT. En los Gltimos afios, se ha reportado
que LiT con caracteristicas de agotamiento expresan niveles elevados del receptor
inhibitorio LAG-3%8.19, Dicho receptor, por su homologia estructural con la maolécula
CD4, puede interactuar con las moléculas del CMH de clase 1l expresadas en monocitos v
células dendriticas humanas conduciendo a su activacién v a la secrecidn de citoquinas
pro-inflamatorias como TNF e IL-121%9202, Asi LAG-3 se plantea como otro posible
mediador de la modulacién de monocitos por parte de LIiT SIT. La evaluacién de la
expresion de este receptor en los LiT SIT, asi como otros receptores cuyvas contrapartes
se expresan en Mo/Ma humanos, resulta de gran relevancia para ayudar a la compresidn

de mecanismos adicionales que llevan a la modulacion de los Mo/Ma.

Las consecuencias de la sefializacion de Tim-3 en el propio LiT han sido foco de
numerosos estudios en los Gltimos afoss%9356.:203-202 Sin embargoe, trabajos recientes han
establecido que existe una sefial de transmision reciproca entre LiT Tim-3+ v células
presentadoras de antigeno que expresan Gal-9 en su superficiel®1%, En este sentido,
Jayaraman y col.'3? demostraron que Tim-3 se expresa en los LI Thl e interactiia con su
lipando Gal-9 expresado en la superficie de macrdfagos infectados con Mycobacterium

tuberculosis. En este escenario, la interaccion Tim-3/Gal-9 restringe el crecimiento de M.




tuberculosiz en el interior de los microfagos. Usando un ensayo in vitro y un mm:telc; in
viva de infeccidn por M. tuberculosis, estos autores demostraron especificamente que la
interaccion Tim-3 /Gal-9 estimula la produccion de [L-1j, 1L-6, TNF, MIP1af v G-CSF por
parte de los macrofagos infectados, siendo la citoquina IL-1 critica para el control de la
replicacion intracelular de la bacteria. En consonancia con estos hallazgos, nuestros
resultados demuestran que LiT SIT promueven la produccion de citoguinas pro-
inflamatorias y factores angiogénicos por parte de los Mo/Ma. El blogueo de la
interaccion Tim-3/Gal-9, a través de la utilizacidn de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra Tim-3, reduce significativamente la mayorfa de los factores solubles
evaluados en dichos co-cultivos.

Por otra parte, se ha reportado que Tim-3 también se puede expresar en células de
origen mieloide, Particularmente, se ha demostrado que monocitos humanos expresan
Tim-3 en condiciones de reposo [ausencia de estimulo), sin embargo su expresion se ve
severamente disminuida luego del estimule con diversos ligandos de TLRs15%1%3,
Muestros resultados confirman los hallazgos obtenidos por Zhang v col. dado gue
demuestran que los Mo/Ma disminuyen la expresién de Tim-3 a las 40hs de cultivo. Por
otro lado, Ma v col2™ demostraron que una interaccidn cis (en el proplo monecito) entre
Tim-3 ¥ Gal-9 contribuye al desarrollo de una respuesta inflamatoria en presencia de
ligandos de TLRs. La disminucién de la expresién de Tim-3 en los Mo/Ma en nuestras
condiciones de cultivo, permitieron descartar que una interaccion cis entre Tim-3 vy Gal-
9 estuviese involucrada en el fendmeno observado. Asimismo, descartamos la
posibilidad de una interaccidn trans entre la Gal-2 expresada en la superficie del LiT SIT

¥ su receptor Tim-3 que pudiera expresarse en monocitos humanos.

La molécula CD40 es un receptor de transmembrana, de la superfamilia de los
receptores de TNF, que se expresa en una gran variedad de eélulas incluyendo los
monocitos humanos. Se ha demostrado que la interaccidon de este receptor con su
ligando, CD40L, aumenta la expresion de citoquinas, quemogquinas, metaloproteasas de
matriz, factores de crecimiento ¥y moléculas de adhesion, principalmente a través de la
activacion de NF-xB29"-213 En linea con estas publicaciones, nuestros resultados

demuestran que el blogueo de la interaccidon entre CD40L v CD40 reduce la produccidn




de citoquinas en los Mo/Ma modulades por LiT CD4+ SIT v en menor medida por LiT
CD8+ SIT,

El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-Tim-3 ha sido probado in vitro en
pacientes con melanoma v carcinoma hepatocelular como una estrategia para revertir la
disfuncionalidad de los LiT y potenciar la respuesta inmune anti-tumoral especifica®™, A
la luz de nuestros resultados, se podria sugerir que la inhibicion de la via Tim-3/Gal-29
puede afectar a la funcion efectora de diferentes sub-poblaciones leucocitarias. Descifar
los efectos del tratamiento con anti-Tim-3 en estas poblaciones celulares resulla
sumamente Importante para predecir el enfoque de la inmunoterapia contra el cancer.

Por otra parte, la utilizacion de agonistas para CD40 en la inmunoterapia cantra el
cancer se encuentra actualmente en ensayos clinicos en fase Il Sin embargo, dicho
tratamiento sdlo ha mostrado resultados esperanzadores en pacientes con carcinoma
pancreatico avanzado?!*215, En contraste, se ha reportado que la activacion de la via de
CD40 en macrdfagos puede tener un rol dual en la supervivencia v la capacidad invasiva
de las células tumorales?®, En este sentido, se ha propuesto gue anticuerpos
monoclonales agonistas de CD40 pueden actuar como supresores tanto como
activadores del 51 en el microambiente tumoral®4-217.2 Np gbstante, estd claro que los
macrdfagos activados a través de CD4D producen mediadores inflamatorios que
promueven la Inflamacién crénica. En la misma direcclin, nuestros resultados sefialan
que la via CD40L/CD40 estd implicada en la potenciacion de la actividad inflamatoria de
los macrdfagos mediada por log LIiT SIT. Los efectos pro-inflamatorios de CD40 en el
microambiente tumoral no han sido discutides adn, aungue una profunda relacidn entre
inflamacidn y cdncer ha sido demostrada®®'l, En este sentide, nuestros resultados
sugieren gue el rol de la interaccion entre CD40L y CD40 en la progresion tumoral
deberia ser reconsiderado vy requiere adn mais investigacion,

Nuestros resultados, anallzados en conjunto, sugieren que el bloqueo de las vias Tim-
3/Gal-9 y CD40L/CD40 podria tener importantes implicancias terapéuticas ya gue
contribuiria a la reduccién en la produccion de miltiples moléculas pro-inflamatorias v
pro-angiogénicas por los Mo/Ma. Es importante destacar que numerosos factores de
crecimientn, citoquinas v guemoquinas comparten propiedades angiogénicas o pro-
tumorales, sugiriendo que el bioqueo de un factor individual probablemente no resulte

en la regresién del crecimiento tumoral. En contraste, se podria especolar gue el




blogueo de las vias Tim-3/Gal-9 o CD40OL/CD40 gue reduce simultineamente la
expresion de miltiples factores pro-tumorales, podria representar un blanco
terapéutico mas promisorio en la inmunoterapia contra el cincer. Sin embargo, se
desconoce si el bloqueo in vive de dichas vias restituiria otras vias de sefalizacion

compensatorias,

En resumen, nuestros resultados proporcionan evidencia de un rol previamente no
caracterizado de los LiT CD4+ y CDE4+ SIT en la modulacion de Ma/Ma humanos que
podria favorecer la progresion tumoral. Considerando que los macrofagos son
mediadores importantes de la inflamacién relacionada al cancer, la modulacién de la
interaccion entre los LiT SIT v los macrofagos podria alterar el equilibric del tipo de
inflamacidn en el microambiente tumoral v crear oportunidades para obtener mejores
respuestas anti-tumorales. Asi, los estudios futuros deben dirigirse a comprender mejor
los cambios funcionales de los macréfagos inducidos por los LiT SIT en el nicho tumoral

con el fin de adaptar mejor la respuesta inmune contra el cincer.

Los resultados obtenidos en esta tesis también podrian contribuir al entendimiento
de otros procesos inflamatorios. En este sentido, se ha reportado que pacientes con
sindrome coronario agudo o enfermedades autoinmunes como artritis reumatoidea,
presentan un aumento en la poblacidn de LiT con caracteristicas de senescencia®seiss,
Asimismao, en estos pacientes se detectaron macrofagos activados clasicamente en los
sitios de inflamacién (aorta y sinovia, respectivamente). En concordancia, se hallaron
altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias en plasma. Asl, se podria especular que en
pstos  escenarios la Interaccidn LiT senescente/macrdfago podria jugar un rol

impeortante en la generacién y/o mantenimiento del proceso inflamatorio,

Los resultados expuestos en esta tesis, integrados junto a reportes previos, nos
permiten sugerir que la senescencia de LiT inducida por tumores deberia ser
considerada como un nuevo mecanismo de evasion de la respuesta inmune. En este
sentido, factores solubles liberados por las células tumorales conducirian a LiT humanos
a un estado de senescencia, v con ello a la pérdida de sus funciones efectoras. Sin

embargo la induccion de este programa de senescencia, lejos de mantener a la célula en




un estado de quiescencia, favoreceria la diferenciacidn de los LiT hacia una poblacidn
con caracteristicas regulatorias o inmune-moduladoras. Asi, los LIT SIT podrian
modular, tanto en sangre periférica como en ¢l microambiente tumoral, a otras
poblaciones celulares como LIT ¥y monocitos/macréfagos [Figura 1). Especificamente,
los LIT SIT son capaces de suprimir respuestas linfoproliferativas y de conducir la
diferenciacién de monocitos/macrafagos hacia un perfil pro-inflamatorio ¥y pro-
angiogénice. De esta manera, los LiT SIT emergen como una nueva poblacidon celular
relevante en la interaccion entre células tumorales y células infiltrantes en el
microambiente tumoral, que podria tener importantes implicancias en la progresion

tumaoral,
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wimerales pueden indugir senescencia de LT GO+ y CDEs, LT SIT {CRET-CO28: ) pueden enconirarse en
sangre periférica de paclentes con chneer @ infitrando bumaeres /o sitiog de melisiasis

A LT SIT constituyven una poblacitn de LIT altamente diferenciados, incapaces de producir eitogquinas
ctecioras Expresan on su superficie receptores inhibitorios como Tim-3 v KLRG-1, pera no PD-1, ademds
de moléculas inmuno-moduladeras como PIRLT v Gal-9, Suprimen respuestas linfoproliferativas, a través
e un mecanismo gque reguicre ol contacte offula-ciula 5 bien maltiples receptores v/o moléculas
posbrian estar involuerados enoesta interaceion, PRALT v Gab9 son dos candidatos posibles.

B LET SIT Tim-3+ y CDA0L: pueden intemsccionar con Gal-% y CO40 expresadas en |a super Flme de
monncitos/macrdfages desviamdo su activacion hacia un perfil pro-inflamatedio ¥ pro-angiogénicn. La
generacion de este microambiente inflamatorio podria tener roles declsivos en bos diferentes estadios del
desarrollo tumoral como infciaceén, conversidn hacia un fenotipo malignoe, invasidn y metdstasie. Ademids,
este peeenanio inflamatorio podria afectar la inmunovigilancia v I3 respuesta a la terapia,
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5. MATERIALES Y METODOS

L. CULTIVO CELULAR

1. Mantenimiento de lineas celulares. Las lineas celulares utilizadas se cultivaron en
los medios de cultivo detallados abajo (Tabla 1] hasta 90% de confluencia (en estufa a
37°C v a una atmdsfera de 5% COZ). Habitualmente fueron tripsinizadas con Tripsin-

EDTA 0.25% {Gibca) para su posterior utilizacidn.

Linea celular | Medio de cultive

Tuls? RPMI-1640 (Gibeco] suplementado con: Suero Bovino Fetal
[Carcinoma decabeze vy | [10%, Hyclone), L-Glutamina [1%, Invitrogen), HEPES
ewellaf | (25mmol /L, Cell Gro), Gentamicina.

Hela l DMEM (Gibeo] suplementada con; Suero Bovino Fetal (10%,
[Célulns de cdncer | Hyclone), L-Glutamina (1%, Invitrogen), HEPES [25mmol/L,
cervica-wtering humano! | Cell Gro), Gentamicina,

HMEC-1 EGM-2 (Lonza).

JCatilas endotelintes de

microwrscuiaiir

hurmenog)

Tabla 1. Medios de cultiveo empleados pars el mantemimients de lineas tumorales en
cultive,

2. Obtencidn de células mononucleares de sangre periférica humana, Células
menonucleares de sangre periférica humana [CMSP) fueron obtenidas a partir de la
fraccién leuco-plagquetaria [Buffiy coot) de sangre periférica de donantes sanos y jovenes
(entre 25-40 afios de edad). Los Buffy coat fueron provistos por el Banco de Sangre de la
Universidad Nacional de Cordoba sigulendo el protocolo aprobade por el Comité de
Etica del Hospital Nacional de Clinicas (Octubre de 2008).

En base al protocolo descripto por Strober W19, las CMS5FP se aislaron por
centrifugacion sobre gradientes de Ficoll-Hypaque (GE Healtheare Bio-5cience AR), en

una relacion Sangre: Ficoll 2:1. Los gradientes fueron centrifugados durante 30 minutos



a 2000 rpm. La viabilidad de las células mononucleares obtenidas fue siempre
controlada a través del recuento con el colorante vital Azul de Tripan.

Las CMSP que no se utilizaron en el mismo dia fueron congeladas (para posteriores
ensayos autdlogos) con 90% de suwero bovino fetal [SBF, Hyclone) v 10% de
dimetilsulfgxido (DMS0].

3. Purificacion de sub-poblaciones linfocitarias y monocitos a partir de CMSF.
Linfocitos T (LiT) CD4+ vy CD8+ v monocitos CD14+ se purificaron por seleccion positiva
a partir de CMSP totales utilizando perlas CD4, CD8 o CD14 (Miltenyi Biotech, CA),
respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza de cada poblacidn
se contreld rutinariamente por citometria de flujo v fue mavor al 95% en todos los casos.

Las células purificadas fueron mantenidas en cultivo en medio RPMI completo {RFMI-
1640 suplementado con 10% de SBF, 1% de L-glutamina, 25mmol/L de HEPES ¥ 0,01%;
de gentamicina).

4. Ensayo de induccidn de senescencia. Para inducir senescencia en LiT por parte
de lineas tumorales se siguid el protocolo previamente publicado por Montes C.L v col?
Los LiT CD4+ y CDB+ fueron purificados utilizando perlas magnéticas como se indicd
anteriormente, Posteriormente fueron co-incubados con la linea tumoral Tul67 en una
relacién 1:1 (LiT: célula tumaoral) durante 6 horas, Los LiT recolectados después de la co-
incubacién con las células tumorales en funcion de sus propiedades no adherentes,
fueron 999 CD3+ como se determind por citometria de flujo. Estos LiT se lavaron ¥
cultivaron durante 7 dias con RPMI complete. Como controles se utilizaron LiT CD4+ y
CDB+ purificados, sin co-incubar con la linea tumoral ¥ cultivados durante 7 dias en
RPMI completo (Esquema Experimental 1, Resultados 1]. Rutinariamente se controld la
expresion de marcadores de senescencia como son la pérdida de expresion de las
maoléculas CD27 y CD28.

5. Ensayo de supresion de la linfoproliferacidn. El ensavo de supresion se realizd en
base a protocolos previamente deseriptos? 22, LiT autélogos (CD3+ purificados, a los gue
referimos como LIT respondedores] fueron co-cultivados con LiT CD4+ o CD8+ controles

(sin co-incubar con la linea tumoral) o senescentes inducidos por la linea tumoral (SIT)



en una relacion 3:1 [LiT respondedores: LiT controles o SIT) en placas previamente
sensibilizadas con anti-CD3 y anti-CD28 {2ug/ml de cada estimulo). A los fines de
evaluar la proliferacion celular, a las 24, 48 y 72 horas de co-cultivo los pocillos fueron
pulsados con H3-Timidina (1pCi) y cultivados durante 18hs méds. Luego, los cultivos
fueron cosechados utilizando un cosechador semi-automadtico. El ADN fue recuperado
sobre papel de fibra de vidrio v posteriormente embebido en liguido de centelleo
(Optiphase HiSafe 3, Perkin-Elmer]. Finalmente, la (ncorporacion de H*-Timidina se
determind a través de la evaluacidn de las guentas por minuto [(c.p.m.] en un contador

de centelleo liguido.

6. Ensayos de co-cultive de LiT SIT con monocites. Con el objetivo de evaluar si LiT
SIT podian modificar la activacion y/fo funcion de monocitos humanos, sigulendo el
protocolo descripto por Tiemessen MM, y col.1¥ se realizaron ensayos de co-cultivo en
placas previamente sensibilizadas con anti-CD3 (1pg/ml, Clen: TREE) v en las siguentes

condiciones:

—+ Co-cuftive clisico (CC): Monocitos purificados y LiT CD44 o CD8+ SIT fueron
co-cultivadas (en una relacién 1:1) en medio RPMI completo. Como controles,
monocitos fueron cultivados solos o co-cultivados con LiT CD4+ o CDB+ controles
[relacién 1:1). En algunos casos, los co-cultivos fueron recolectados a las 40hs
para su evaluacién fenotipica y funcional por citometria de flujo. En otros casos,
fueron estimulados o no con LPS (50 ng, InviveGen de E. coli 0111: B4) por 48hs
adicionales v posteriormente los sobrenadantes fueron recolectados para

ensavos funcionales (Esquema Experimental 2, Resultados ).

= Transwell {TW): Experimentos de co-cultivo en presencia de un TW (poros de
0,4pm, Corning Costar] se realizaron colocando los monocitos bajo el TW y los
LiT en el inserto (parte superior}. Ademas, en el inserto se agregaron perlas anti-
CD3/CD28/CDZ con el objetivo de estimular a los LiT, Después de las primeras 40

horas, los cultivos fueron estimuladoes con LPS como se describid anterformente.



— Ensayos de blogueo: Para experimentos de blogueo de la interaccion entre
monocitos ¥ LIT SIT mediada por moléculas de superficie, anticuerpos
monoclonales (mAc] contra Tim-3 [10 mg/ml, LEAF migGlk Clon F3B-ZEZ,
Biolegend) v CD154/CD40L (10 mg/ml, LEAF migGlk Clon 24-31, Biolegend) o
controles de isotipo (10 mg/ml, LEAF migGlk Clon MOFC-21, Biolegend) se
afadieron al inicio del co-cultive. Ademds, la interaccion Tim-3/Gal-9 fue
blogueada utlilizando concentraciones crecientes de lactosa (50 v 100 mM] en los
co-cultivos de Mo/Ma con LiT CD4+ o CDB+ 5IT. En todos los casos, después de
las primeras 40 horas, los cultivos fueron estimulados con LPS como se deseribid

anteriormente.

7. Ensayo de tubulogénesis. Células HMEC-1 (1.5x104) fueron resuspendidas en un
pequeiio valumen de medio EGM-2 (Lonza, Tabla 1) ¥ sembradas en placas de 96
pocillos recubiertas con 50pl de Matrigel [BD Biosciences) en presencia de los
sobrenadantes de co-cultivo de Mo/Ma y LiT controles o Mo/Ma v LiT SIT o de
sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. Los cultivos se mantuvieron
18hs en estufa a 37°C v 5% CO:2 y posteriormente la formacién de tibulos/capilares fue
examinada por microscopia de contraste, Se tomaron fotografias de cada condicion vy los

puntos de ramificacion fueron cuantificados usando el software Image | (NIH, USA).

&. Ensaye de cicatrizacion o "Wound Healing". Las células HMEC-1 fueron cultivadas
hasta confluencia en placas de 24 pocillos en medio EGM-Z (Lonza, Tabla 1).
Posteriormente se realizaron dos heridas paralelas con un tip p200. Los pocillos fueron
cuidadosamente lavados con PBS 1X a 37°C para eliminar las células endoteliales gue
fueron despegadas en el proceso de la herida, Luego, las células HMEC-1 se cultivaron
con los sobrenadantes de co- cultive de los Mo/Ma con LIiT controles o 5IT, o
sobrenadantes de Mo/Ma cultivados en ausencia de LiT. Alas 0y 6 horas se observaron
los cultivos por microscopia de contraste de fase y se tomaron fotografias. El porcentaje
de clerre de la herida se calculd como: (longitud de la herida a las 6hs)*100/[longitud de
la herida a tiempo cern), en cada caso. Las mediciones de longitud de cada herida fueron

realizadas con el software NI5-Elements Viewer (Nikon).



9. Ensayo de apoptosis en células tumorales. La linea celular Hela se tratd con
mitomicina C {75ug,/ml} durante 30 minutas para inhibir la proliferacion celular. Luego
las celulas tratadas se cultivaron con los sobrenadantes de co-cultivos de Mo/Ma con LIT
controles o SIT. Cuarenta v ocho horas después, las células fueron recolectadas y tefidas
con 7-gminogctinomicina D [7-AAD, BD Pharmingen) durante 15 minutos, vy luego

evaluadas por citometria de flujo.

Il. METODOLOGIAS GENERALES

1. Citometria de Flujo. De acuerdo al tipo de moléculas a evaluar se utilizaron
distintos protocolos que se detallan a continuacidn. Todas las muestras se adquirieron

en un equipo FACS Canto Il {[BD) y se analizaron con el software Flow(o.

a. Moléculas de superficie. Entre 0,5 v 1x10% de células fueron resuspendidas en
PB5-29%SBF en presencia de anticuerpos conjugados a fluorecromos y dirigidos
contra distintas moléculas de superficie (Ver detalle en Tabla 2). Las células
fueron Incubadas con los anticuerpos durante 30 minutos en  hielo,
posteriormente lavadas y resuspendidas en PBS-2%SBF. Finalmente fueron

adquiridas en el citometro de flujo.

Marcas para LiT
Anticuerpos Fluorocromaos Marca
ch3 PerCP B
CD4 PE-Cy7 eRinsrience
CD& PerCP-Cy5.5 eBioscience
CDET APC-eFluor780 eBioscience
CD28 AFC BD
CDZa FITC eBioscience
Ch2a FE BD
CD&ZL PE-Cy5 eBioscience
CDA5RA FITC BD
Tim-3 PerCP-eFluor7 1l eBinscience
KLRG-1 Alexa Fluor 647 Dr. Pircher {Alemania)
PD-1 FE eBioscience
PL+-L1 PE-Cy7 BioLegend




Galectina-9 PE BioLegend
Cadherina E APC BioLegend
Marcas para Monocitos

| CD14 FITC BiolLegend

 CD14 Alexa Fluor 647 BioLegend

| CD16 FITC | BD L
COZ06 APC | BioLegend
HLA-DR PE-Cy7 | eBioscience
CD&a FITC BD
B7.H4 Biotin® eBioscience
Galectina-9 PE BioLepend
cha0 PE-Cy5 BD

_’_I:!TI1:|:h3 PerCP-eFluor? 10 eBioscience

Tabla 2. Anticuerpos contra msléculas de superficie,
*Anticuerpos biotinilados fueron luego incubados con Estreptavidina PE [ED).

b. Moléculas Introcelulares. 1x10% de células fueron tefiidas en superficie. Luego
fueron fijadas v permeabilizadas con buffer Citofix/Citoperm (BD] de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante. Posteriormente fueron incubadas en buffer
de permeabilizacién con anticuerpos conjugados dirigidos contra moléculas

intracelulares (que se detallan a continuacion) durante 30 a 60 minutos.

—+ Citoguinas Intracelulares. Para la determinacion de citogquinas
intracelufares LIT fueron previamente estimuladas con PMA/lonomicina
{1pg/ml de PMA - 1mg/ml de lonomicina) mientras que co-cultivos (Mo-
Ma/LiT) se estimularon con LPS [50ng/mil]. En ambos casos, las células se
estimularon durante 5hs en presencia de inhibidores del transporte
proteico  vesicular (Brefeldina y/o Monensina dependiendo de las

citoquinas a evaluar).

Anticuerpos Flugrocromaos Marca
IL-2 PE BD

TFM-y FITC B

TNF PE BD

IL-& Biotina* BioLegend

IL-8 Biotina* BioLegend

1L-1F Blotina* BinLegend




| MMP-9 | Biotina® eBioscience

Tabla 3. Anticuerpos conbra citoguinas intracelulares,
*Anticuerpos  biotinilados  fueron  luepe  incubados coo
Eztrentavidina PE (B,

— Granzimas y perforinas, TCR { y foctores de transcripcion. La
determinacion de estas moléculas se realizd en LiT CD4+ y CD8+ controles

o SIT no estimulados.

Anbiduerpos Fluoracromos Marea
Granzima A | PE BD

Granzima B | APC BioLegend
Perforina PE BioLegend
Cadena { EITC ED

Elirn]:l-i' FE Santa Cruz

T-bet PE-Cy7 BioLegend
Eomes eFluor 660 eBioscience

Tabla 4. Anticuerpos contra las proteinas intracelulares indicadas,

=+ Tirosinas fosforiladas. Se determinaron en la poblacién de Mo/Ma a
las 40hs de co-cultiva con LiT controles o SIT y post-estimulo con LPS
durante 120 min. Luege de su fijacion y permeabilizacion, los Mo/Ma
fueron marcados con anticuerpos dirigidos contra tirosinas fosforiladas
[anti-PYZ0 Alexa Fluor 647, BioLegend) durante 30 minutos.

c. Determinacion de la movilizacion de CDI107a (LAMP-1) a la superficie
celular. Para ello se siguid el protocolo previamente publicado®?], Brevemente,
0.5x10% LiT CD8+ controles o 51T fueron cultivados en placas de 96 pocillos y
estimulades con PMA /lonomicina (1pg/ml de PMA - 1mg/ml de lonomicina) en
presencia de Brefeldina y Monensina durante S5hs. Al inicio del cultivo se agregd
el anticuerpo anti-CD107a*FITC (BD). Mientras el estimulo induce la movilizacion
de CD107a desde la membrana de los granulos citotdxicos a la superficie celular,
el anticuerpo se une & las moléculas que llegan a la superficie. La expresion de

CD107a es transiente y es comin gue dicha molécula sea internalizada v




terinles v Metodo:

posteriormente degradada. La monensina y la brefeldina impiden que el
anticuerpo sea degradado al inhibir la acidificacion de las vesiculas.
Luego de las 5hs de cultivo, los LiT fueron lavados y tefiidos con anticuerpos

dirigidos contra moléculas de la superficie celular {principalmente CDZB).

d. Determinacion de CD40L. La molécula CD40L se expresa en la superficie de
LiT activados. Ademas, su expresion ha demostrado ser transiente dado que sufre
procesos de reciclado constantes, Por este motivo, la deteccion de esta molécula
en superficie se realizd siguiendo el protocolo previamente descripto por
Chattopadhyay P.K. v col® Para ello, LiT CD4+ o CDB+ controles y SIT se
cultivaron con anticuerpos anti-CD40L/CD154 conjugados con *PE en presencia
de anticuerpos estimulantes anti-CD3 (Zug/ml) v Monensina durante 24 horas.
Después de la estimulacidn, las células se tifieron en la superficie como hemos

mencionado anteriormente y luego se analizaron por citometria de flujo.

e. Evaluacion de fagocitosis. La evaluacién de la capacidad fagocitica de los
Mo/Ma se pealizd mediante la utilizacidn de microesferas de carboxilato
fluorescentes (Y6, yellow green) de 1pm [Polysciences, Inc.). Dichas particulas
fueron anadidas a los co-cultivos de Mo/Ma con LiT controles o SIT {(proporcidn
celulas:microesferas 1:25). Las células v las particulas se incubaron a 37°C
durante 30 minutos para favorecer su incorporacién. Luego, las células fueron
tefiidas con anticuerpos dirigidos contra moléculas de superficie (CD14 y CD3) v

finalmente adquiridas en el citdmetro de flujo.

F Determinacidon de ROS y NO. Las sondas moleculares: HDCF-DA (Invitrogen] v
DAF-FM DA (Molecular Probes, Inc.] se utilizaron para la deteccidn especifica de
ROS ¥ NO, respectivamente. Estos compuestos, Inicialmente no fluorescentes,
difunden pasivamente a traveés de las membranas celulares. Una vez dentro de la
célula, la sonda es deacetilada por esterasas intracelulares, evento que impide
gue dicho compuesto vuelva al espacio extracelular. En presencia de ROS u NO
estos compuestos son oxidados y forman un compuesto benzotriazol fluorescente

gue puede ser detectado a 495/515 nm.



Brevemente, la produccién de KOS y NO se evalud en los co-cultivos de Mo/Ma
con LiT SIT o LiT controles luege del agregade de una solucién 10 M de las
sondas H:DCF-DA (ROS) o DAF-FM DA [(NO). Los co-cultivas ¥ las sondas se
incubaron durante 30 minutos a 37°C. Luego fueron lavados, con el objetivo de
eliminar el exceso de sonda. Posteriormente las celulas fueron tedidas en
superficie {con anticuerpos anti-CD14). Coma control, la produccion intracelular
de ROS v NO se evalud en los Me/Ma cultivados solos o estimulados con LPS/1FN-
v [1pg/ml ¥y 50ng/mi, respectivamente].

g. "Flow Cytomix”. S¢ trata de una metodologia desarrollada comercialmente
para la cuantificacién, por citometria de flujo, de maltiples factores solubles
(proteinas] en una misma muestra,

Esta metodologia se utllizd para la determinacion de factores pro- angiogénicos
(MMP-9 v VEGF-A) y angiostaticos [IP-10) en los sobrenadantes de co-cultivo de
Mo,/ Ma v LiT controles o SIT,

Brevemente, particulas de un tamano especifico v ademas fluorescentes (APC+] a
las cuales se han adsorbide anticuerpos dirigidos contra las proteinas a evaluar
fueron incubados con: (i) los sobrenadantes de co-cultiva v (ii] un anticuerpo
secundario dirigide contra otro epitope de la proteina a evaluar y marcado con
biotina. Esta mezcla se incubd durante 3hs a temperatura ambiente {TA). Luego
de un lavado, la mezcla de particulas fue incubada con Estreptavidina *PE
durante 1h a TA (Ver Dibujo 1, abajo). Luego de un segundo lavado la mezcla de
particulas se resuspende en buffer PBS-1% albdmina sérica bovina [ASB) v es

adquirida en el citdmetro de flujo.

La cuantificacion de los factores solubles se
consigue a través de la realizacion de una curva de

calibracion con estindares de las proteinas a LY oy St o

evaluar.
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2. ELISA. Para la determinacion de citoquinas como IL-2, TNF, IL-10, IL-6, IL-8, IL-1f}
{BioLegend) e IFN-y (BD)., en sobrenadantes de cultive de LiT controles o SIT
estimulados o en sobrenadantes de co-cultive de Mo/Ma y LIT controles o SIT se
utilizaron kits de ELISA comerciales de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

En primer lugar se sensibilizaron placas de 96 reservorios (Costar) con el anticuerpo
de captura disuelto en buffer de sensibilizacion (buffer carbonato pH 9,6 o buffer fosfato
salino pH 7.2) durante 18 h a 4 °C. Luego las placas se lavaron 3 veces con buffer de
lavado [PBS pH 7.4; 0,01% Tween-20) v se incubaron con buffer de bloqueo (PBS-10%
SBF) durante 1 h a TA. Luego, se incubaron, por duplicado, las muestras v la curva
estandar (2hs a TA). Luego de 4 lavados se agrego el anticuerpo secundario biotinilado
que se incubd 1h a TA. Posteriormente, se lavd el exceso de anticuerpo secundario v se
incubd con la estreptavidina-HRP [30min a TA). Finalmente se realizaron 7 lavados y se
procedid al revelado con una solucidn de sustrato tetrametilbenzidina (TMB) y 0,03% de
Hz(z. La reaccién se detuve con H:50: 2N v se determina la absorbancia a una longitud

de onda de 450 nm en un espectrofotometro de placa.

3. Western Blot. Se utilizd la técnica de Western Blot para la determinacién de
proteinas en Mo/Ma luego de 40hs de co-cultivo con LIT controles o 5IT en presencia o

ausencia de estimulo adicional [LPS].

a. Extracto proteico. Como se ha descripto anteriormente, Mo y LiT fueron co-
cultivados durante 40 horas, posteriormente se estimularon con LPS (o medio de
cultivo como control, tiempo cero, sin estimulo) durante 60 y 120 minutos,
Después de este periodo, se eliminaron los LiT por exhautivos lavados con PBS v
los Mo,/Ma adherentes se despegaron en forma mecinica, con la ayuda de un
“scrapper” v con PBS frio, Las Mo/Ma obtenidos se lisaron en SD5-Sample Buffer
1X [(BicRad). En todos los casos se controld la pureza de la poblacion de Mo/Ma
obtenida: pureza media cercana al 90%. Cada extracto se sometid a ultrasonido
durante 15 segundos y posteriormente fueron calentados a 95°C durante 5 min
para una completa desnaturalizacidn proteica. Los lisados fueron clarificados por
centrifugacion a 10000rpm 5min y separados inmediatamente en geles SDS-
FAGE.



b. Preparaciin de geles. Geles de poliacrilamida al 10% (gel de resolucién) se
prepararon agregando 4 ml de agua destilada; 2,5 ml de buffer [1,5M Tris-HCI pH:
8.8): 3.33 ml de acrilamida 30% /bisacrilamida 0,8%; 100 pl de SDS 10%; 5 pl de
TEMED y 200 pl de persulfato de amonio 10%. Geles de poliacrilamida
concentradores se prepararon agregando 3 ml de agua destilada; 1,25 ml de
buffer {0,5M Tris-HCI pH: 6,8); 650 ml de acrilamida 30% /bisacrilamida 0,8%; 50
pl de 5D5 10%; 5 pl de TEMED y 100 pl de persulfato de amonio.

c. Electroforesis en geles de poliocrilamida en condiciones desnaturalizantes,
Luego de |a preparacion de los geles de poliacrilamida se sembraron las muestras
v la corrida electroforética fue realizada en una cuba de electroforesis (Mini
Protean I, BioRad) a 150 volt constante, en buffer de electroforesis (25 mM Tris

pH 8,3; 192 mM glicina; 0,1% 5D5) durante 50 minutos aproximadamente,

d. Transferencia @ membranas de nitrocelulosa. Las proteinas separadas por
electroforesis se transfirieron utilizando un equipo Mini transblot (BioRad) a una
membrana de nitrocelulosa [BioRad). Para ello se uotilizd un buffer de
transferencia (25 mM Triz pH B,3; 192 mM glicina; 0,1% 5D5; 200 metanol) v |a
misma se realizd a 100 volt constante durante 80min. La transferencia de
proteinas fue chequeada por tincidn de la membrana con el colorante de unidn a

proteinas Rojo Ponceau.

e. Inmunoemarcacidén. En primer lugar, las membranas se incubaron con buffer
de bloqueo (0,15 M NaCl; 50 mM Tris; 0,1% Tween-20 -buffer TTBS - v 5% de

leche descremada) durante 1h a TA. Luego del bloqueo, las membranas se
incubaron con diferentes anticuerpos (producidos en conejos): anti-fosfo-lkBa
(Ser3Z, 14D4), NF-kB2 p100/p52 (Cell Signaling Technology], TLR4 (Abcam), -
actina (control de carga, Cell Signaling) o p38 [control de carga, Sigma Aldrich) a
4°C durante toda la noche. Luego de lavar, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos anti-IgG de conejo conjugadas a peroxidasa (Pierce). Las bandas de
protelnas se detectaron mediante guimioluminiscencia [ECL, Thermo Scientific

Pierce}. Las intensidades de las bandas de proteinas se analizaron por
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densitometria utilizando el software Gelpro Analyzer y se mormalizaron con

respecto a las bandas [i-actina o p38.

4. Inmunoflfuorescencia. Se utilizd la técnica de inmunofluorescencia para la
determinacion de la translocacion de la subunidad p65 de NF-kB al nacleo de los Mo/Ma

luego de 40hs de co-cultivo con LiT controles o SIT y post-estimulo con LPS.

a. Citospin. Como se ha descripto anterlormente, Mo y LiT fueron co-cultivados
durante 40 horas, posteriormente se estimularon con LPS durante 120 minutos.
Después de este periedo, se eliminaron los LiT por exhaustivos lavados y los
Mo/Ma adherentes (aproximadamente 0.5x10%) se recolectaron v
resuspendieron en 100p] de un medio rico en proteinas (RPMI- 209 de 5BF).
Posteriormente fueron centrifugadas durante 3 minutos a 600 - 800 rpm sobre
portaobjetos pre-tratados (positivamente cargados para favorecer la union de las
células al vidrio).

Los portaobjetos se mantuvieron 15-20 min a TA para su secado y
posteriormente las células fueron fjadas con metanol durante 10 min a 4°C. Se
lavaron dos veces con PBS 1X v luego se permeabilizaron con PBS- 0,01% de
Tritén-X100 durante 10 min a TA. Luego, las células se bloquearon en PES-0,01%
de Tritdn-X100 y 2%45BF durante Tha TA.

b. Inmunomarcacion.Luego del bloqueo, las células fijadas a los vidrios fueron
incubadas con anticuerpos de conejo contra la proteina p65 humana
{eBiosciences) durante 18hs a 4°C. Luego de sucesivos lavados, se incubaron con
un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a Alexa Fluor 488 durante 30
min a 37°C. Posteriormente, la tincion del nicleo celular se realizé con el
agregado del colorante joduro de gropidio (1P) durante 10 min a TA. Luego de
lavados con agua bidestilada, las células tefidas fueron montadas con FluorSave

{Calbiochem) v analizadas por microscopia confocal (Olympus Fluoview 300,
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111 ANALISIS ESTADISTICO

El anilisis estadistico se realizd con el software GraphPad Prism 5.0. De acuerdo a las
comparacienes deseadas se utilizaron los siguientes test estadisticos: ANOVA de una via
con post-test de Bonferroni y test-t de Student apareado, paramétrico o no paramétrico
de acuerdo con la distribucién de los datos. Los valores de p menores a 0.05 se
consideraron significativos (95% de confianza).

En general, en los grificos de barras se representaron el valor medio £ SEM,

L
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