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INTRODUCCION

Desde hace ya varios aflos sabemos que las células tumorales por si solas no son suficientes para generar cancer, sino que el microambiente tumoral (TME) es el
principal determinante de la progresion tumoral, siendo la hipoxia, la angiogénesis y la inmunosupresidn caracteristicas cruciales e intimamente relacionadas.
Entre los mecanismos inmunosupresores del TME, se destaca el exhaustamiento de células T, dada su implicancia en las terapias de bloqueo de puntos de
control inmunoldgicos (ICB). Por otro lado, la angiogénesis aberrante que caracteriza al TME, favorece la generaciéon de hipoxia y pH acidico, que a su vez
favorecen lainmunosupresion y promueven el deterioro de la funcionalidad de células T. Entender los mecanismos moleculares que subyacen al exhaustamiento
de células T y a la aparente relacion reciproca entre inmunosupresidon y angiogénesis, nos permitira disefiar estrategias terapéuticas racionales para entendery
eventualmente superar la restriccion en la eficacia de las terapias antitumorales actuales.

Evaluar el efecto de la hipoxia sobre el exhaustamiento de
OBJETIVO: células T CD8+ in vitro con el fin de desarrollar nuevas
herramientas terapéuticas que potencien el uso de ICB.

MATERIALES Y METODOS

Obtuvimos linfocitos T CD8+ de bazos de ratones C57/BL6 mediante purificacion magnéticay los
expusimos a un protocolo de activacién/reactivaciéon con anti-CD3/anti-CD28 para generar
células T CD8+ exhaustas (exhCD8) en normoxia (20% Oz2), hipoxia (1% Oz) o en presencia de 50
ng/ml de VEGF. Mediante citometria de flujo analizamos la expresion de receptores inhibitorios
(PD-1, TIM-3, CXCR5), citoquinas (IL-2, TNF, IFN-y), Granzima B (GzmB) y degranulacién (presencia
de CD107a en la membrana plasmatica).
Evaluamos la secrecion de factores proangiogénicos en los medios condicionados obtenidos a
partir de células T CD8 naive, activadas y exhaustas (exhCD8) incubadas en normoxia (20% O.) e
hipoxia (1% O2), a través de un array de citoquinas. También cuantificamos la secrecion de VEGF Hip6tesis General: la activacion de mecanismos moleculares
mediante ELISA en los medios condicionados de células exhCD8 progenitoras y terminales. asociados a la falta de oxigeno (hipoxia), caracteristica del
microambiente tumoral, modula la generacién de células T CD8

haustas, asi como su efecto proangiogénico e inmunosupresor.
RESULTADOS B

Aislamiento de células T CD8 y diferenciacion de exhCD8
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lograr terapias contra el cancer mas efectivas.



